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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem lidskych transkripcnich faktora FOX0O4 a p53. FOX0O4
je ¢lenem podrodiny ,,0“ FOX transkrip¢nich faktoriti. Geny kédujici FOXO proteiny jsou
evolu¢né konzervované mezi druhy. FOXO transkripcni faktory reguluji expresi gent, které
se podili na fizeni metabolismu, bunécného cyklu a bunécné proliferace, preziti bunck a
odolnosti vici stresu. Pro svou schopnost zastavit bunécny cyklus a vyvolat apoptézu jsou
povazovany za tumorové supresory. Jejich funkce v rdmci tumorigeneze se vSak ukazuje byt
vyssi hladina exprese FOXO4. Protein p53 je dikladné studovanym pfirozené se
vyskytujicim tumorovym supresorem. Bunécna odpovéd’ po jeho aktivaci je do jisté miry
podobna jako v pfipadé FOXO4, rovnéz umi blokovat progresi bunécného cyklu nebo
vyvolat apoptézu v zavislosti na bunéném typu a zavaznosti/typu bunécného stresu.
FOXO0O4 i p53 se ukazuji byt klicové molekuly ovliviiujici starnuti. Za stresovych podminek
spolu p53 a FOXO04 interaguji, a spolecné tak zvysuji expresi proteinu p21, ¢imz indukuji
pfechod bunck do senescentniho stavu. Akumulace senescentnich buné€k je povazovéna za
jednu z hlavnich pfi¢in starnuti a rozvoje s vékem spojenych patologii. Tato bakalatska
prace vznikla jako soucast vétsiho projektu, ktery si klade za cil charakterizovat vazebné
rozhrani proteinového komplexu FOXO4 s p53. Za timto ucelem byly exprimovany a
purifikovany zkracené konstrukty lidskych transkripénich faktori FOXO4 a p53
(FOXO04-DBDs6-211) @ p53-TAD(1-93)). Pomoci NMR metody paramagnetického zesileni
relaxace (PRE NMR) bylo zjisténo, ze C-koncova oblast helixu H2 forkhead domény
FOXO04 interaguje pfedevsim s residui 20-26 a 50—58 N-koncové transaktivacni domény
p53. Tato prace dale pojedndva o souCasnych strategiich pouZivanych k vyvoji 1é¢iv — tzv.
senolytik, kterd jsou schopna selektivné zabijet senescentni buiiky. Z ptedbéZznych studii se
totiz ukazuje, Ze redukovanim poctu senescentnich bunék je tlumen chronicky zanét a je

zlepSena kondice organismu.

Klic¢ova slova: FOXO, p53, bunétné senescence, protein-protein interakce, senolytika



Abstract

This work deals with the study of human transcription factors FOXO4 and p53.
FOXO4 is a member of the "O" subfamily of FOX transcription factors. Genes encoding
FOXO proteins are evolutionarily conserved across species. FOXO transcription factors
regulate the expression of genes involved in the control of metabolism, cell cycle and cell
proliferation, cell survival and stress resistance. They are considered tumour suppressors
because of their ability to arrest the cell cycle and induce apoptosis. However, their function
in tumorigenesis appears to be more complicated, as recent studies indicate a poorer
prognosis for the development of tumours that express higher levels of FOXO4. The p53
protein is a thoroughly studied naturally occurring tumour suppressor. The cellular response
after its activation is somewhat similar to that of FOXO4, it can also block cell cycle
progression or induce apoptosis depending on the cell type and severity/type of cellular
stress. Both FOXO4 and p53 appear to be key molecules affecting aging. Under stress
conditions, p53 and FOXO4 interact with each other and together increase the expression of
p21 protein, thereby inducing the transition of cells to a senescent state. The accumulation
of senescent cells is recognised as one of the main causes of ageing and the development of
age-related diseases. This bachelor thesis is part of a larger project that aims to characterize
the binding interface of the protein complex between FOXO4 and p53. For this purpose,
truncated constructs of the human transcription factors FOXO4 and p53
(FOXO04-DBDss-211)) and pS53-TADq.93)) were expressed and purified. Using the
paramagnetic enhancement relaxation NMR (PRE NMR) method, it was found that the
C-terminal region of helix H2 of the FOXO4 forkhead domain interacts primarily with
residues 20-26 and 5058 of the N-terminal transactivation domain of p53. This thesis also
discusses the current strategies used to develop drugs, so-called senolytics, that are able to
selectively kill senescent cells. The preliminary studies show that reducing the number of

senescent cells reduces chronic inflammation and improves the body's fitness.
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Seznam pouzitych zkratek

AKkt/PKB .....ccocevvieie. protein kinasa B

ATP o adenosintrifosfat

A Angstrom — jednotka délky; 1 A =10""m

BI21(DE3) .covevieee kmen bakterii E. coli vhodny pro expresi proteini

o zakladni jednotka dvoutetézcovych nukleovych kyselin (z angl.

base pair)

C o cystein

CDK ..o cyklin dependentni kinasa

CDKI ..o inhibitor cyklin dependentnich kinas

cDNA . komplementarni DNA (z angl. complementary DNA)

CG oo srde¢ni glykosidy (z angl. cardiac glykosides)

CR o, konzervovany region (z ang. conserved region)

CTP i, cytidintrifosfat

CV ot objem kolony (z angl. column volume)

Daf-16 .....ccovveeieeiiee. ortholog FOXO proteinti u Caenorhabditis elegans

DBD ..o DNA-vazebnd doména (z ang. DNA binding domain)

DBE ....cooiiieiee Daf-16 vazebny element (z angl. daf-16 family binding
element)

DNA . deoxyribonukleova kyselina

DRI oo D-retro-inverso peptid

DTT o 1,4-dithiothreitol

E. coli i, bakterie Escherichia coli

EDTA...coiieeeeeeee kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl.

ethylenediaminetetraacetic acid)

FOX i, forkhead box transkrip¢ni faktory

FOXO ..o, , O podskupina forkhead box transkripénich faktorti
GTP e, guanosintrifosfat

His o histidin

His-tag ...cccovevieiieiieenne histidinova kotva

IPSL oo radikal 3-(2-iodoacetamido)-PROXYL

IPTG i, isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
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IRE .o, insulin responsivni element
LB médium ..........ccone... médium pro bakterie dle Luria-Bertani (z angl. lysogeny broth)
MD oo nasobna jednotka dvoutetézcovych nukleovych kyselin (z angl.

mega base); 1 Mb =1 000 000 bp

MDM2 ..., ubikvitin ligasa (z angl. murine double minute 2)
MRNA . mediatorovd RNA (z angl. messenger RNA)

N o, asparagin

NES o nuklearni exportni sekvence

NLS e nukleédrni lokaliza¢ni sekvence

NMR .o nukledrni magneticka rezonance

OD i opticka hustota (z angl. optical density)

PBS .. fostatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
PCCl oo procyanidin C1

PIBK oo, fosfatidylinositol-3-kinasa

PRD ..o, doména bohaté na prolin (z ang. prolin rich domain)
PRE ..o, paramagnetické zesileni relaxace (z angl. paramagnetic

relaxation enhancement)

Q e glutamin

RNA o ribonukleova kyselina

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

S serin

SASP..oooiiiee fenotyp souvisejici se senescentnimi buniky (z angl. senescence-

associated secretory phenotype)

SA-B-gal ..ccoviiiiiiens SA-B-galaktosidasa (z angl. senescence associated [3-
galactosidase)

SCoeeee e senescentni bunky (z angl. senescent cells)

SCAP ..o, anti-apoptické drahy senescentnich bun¢k (z angl. senescent

cells anti-apoptic pathways)

SDS oo dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE ..........c.c....... elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
SGK .., sérum a glukokortikoid-regulovana kinasa

SIRTT e deacetylasa ze skupiny sirtuin proteinti

SOD2 ..o superoxid dismutasa 2

T o threonin



TAD o, transaktiva¢ni doména

TEMED ....coovvvvvviiiviiiiiinnns N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
TIIS coveeeeee e tris(hydroxymethyl)aminomethan

U oo, jednotka (z angl. units)

USP7 e, ubikvitin-specifickd peptidasa

UTP o uridintrifosfat

VIV teeeeieeeeie e objem/objem (z angl. volume/volume)
W o tryptofan

WE ettt divoky typ (z ang. wild type)

W/V tteiieeieeeie e hmotnost/objem (z angl. weight/volume)



1 Uvod

Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji genovou expresi na urovni
transkripce. Véazou se na specifické sekvence DNA v regula¢nich mistech gent, a tim
podporuji nebo inhibuji zahajeni transkripce. Tato prace se zabyva dvéma transkripénimi
faktory: FOXO4 a p53, u kterych lze najit fadu propojeni v ramci jejich funkce, regulace
a v ramci signaliza¢nich drah, v nichz vystupuji.

FOXO04 je ¢lenem podrodiny ,,0“ FOX (Forkhead box) transkripénich faktort. FOX
transkripéni faktory jsou evolu¢né velmi staré. Prvni forkhead protein byl objeven
u octomilky obecné (D. melanogaster), u niz byla také objevena mutace v genu kodujici
forkhead protein, kterd vedla kdefektim pfi tvarovani hlavy octomilky beéhem
embryogeneze. Embrya octomilky nesouci tuto mutaci mély charakteristicky tvar hlavy
pfipominajici vidlicku (angl. fork), odtud pochéazi pojmenovani forkhead'. FOX proteiny
jsou hojné rozsiteny mezi druhy, najdeme je zejména u obratlovci, vcetné ¢lovéka. Dosud
bylo identifikovano ptes 100 zastupciit FOX proteinti a vSechny je spojuje evolucné vysoce
konzervovana forkhead doména, kterd specificky vaze DNA. FOXO4 je celotélove
exprimovany transkripcni faktor a reguluje celou fadu gent podilejicich se zejména na
bunécné homeostaze, metabolismu, ochrané pied oxidacnim stresem a na indukci apoptozy
nebo senescence.

p53 je rovnéz celotéloveé exprimovany, jedna se o nejznaméjsi tumorovy supresor
a prezdiva se mu ,strazce genomu®. Tuto ptezdivku dostal, protoze jeho primarni roli je
ochrana pred genotoxickym stresem. p53 je aktivovan zejména v navaznosti na poSkozeni
DNA, ale také pfi intenzivni onkogenni signalizaci nebo oxida¢nim stresem. Bunécna
odpovéd’ jeho aktivace je podobna jako u FOXO04, podle zadvaznosti/typu poskozeni mize
vyvolat apoptdzu nebo senescenci.

Oba transkripéni faktory jsou v posledni dobé Casto sklofiovany se starnutim, kde
pravdépodobné sehravaji kli¢ovou roli. Jejich dysregulace je spojena s celou fadou nemoci
vcetné nadord. Molekularni mechanismy, kterymi FOXO4 a p53 reguluji starnuti vSak
zustavaji prevazné zédhadou. Jejich centralni roli v regulaci bunééné senescence podporuje
fada dikazi. Vzhledem k tomu, ze p53 1 FOXO04 jsou povazovany za potencialni cile 1écby
rakoviny, ale i1 dalSich nemoci, jejichz hlavnim rizikovym faktorem je chronologické
starnuti, tak porozumeéni jejich funkéniho propojeni, a porozuméni detailtim regulace jejich

aktivity, miize pomoci fidit vyzkum jejich klinického vyuziti tim spravnym smérem.
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2 Literarni prehled
2.1 Transkripce

Transkripce je proces, pfi kterém je informace v genu, ulozend v sekvenci
deoxyribonukleotida tvoficich DNA, piepsana do sekvence RNA. Vznikla RNA se nazyva
primarni transkript a je syntetizovana na zaklad¢ komplementarity dusikatych bazi podle
vzoru nekodujiciho vldkna DNA za pomoci enzymu DNA-dependentni RNA polymerasy.
Primarni transkript u eukaryot podléha post-transkripénim upravam, jejichz vysledkem
muze byt bud mRNA (v pfipad¢, Ze ptivodni gen koduje protein) nebo funkéni nekddujici
RNA. Na rozdil od prokaryot, které maji pouze jednu RNA polymerasu, maji vSechny
eukaryoty alespon tfi typy RNA polymeras, pfi¢emz jednotlivé typy se liSi tim, ze jsou
zodpovédné za syntézu odlisSnych podtypli RNA. VSechny protein-kodujici geny jsou
ptepisovany do mRNA prekurzorit RNA polymerasou II, kdezto RNA polymerasy I a III
piepisuji funkéni nekodujici RNAZ,

k navazani transkripénich faktortt a RNA polymerasy na promotor. Promotor je tisek DNA
sekvence dan¢ho genu, kde je zahéjena transkripce. RNA polymerasa rozviji dvojity helix
DNA a pfesouva se k mistu startu transkripce. V elongacni fazi RNA polymerasa cte
templatové (nekodujici) vlakno DNA ve sméru od 3" do 5” konce a katalyzuje postupné
pfipojovani ribonukleosidtrifosfati (ATP, UTP, GTP, CTP) za vzniku fosfodiesterovych
vazeb. VIdkno RNA je tudiz syntetizovano v opa¢ném sméru (5'—3"). Transkripce je
ukoncena v momenté, kdy dojde k ptepisu tzv. terminacni sekvence, u protein kédujicich
genil se jednd o sekvenci AAUAAA (tzv. polyadenylaéni signal)’, kde A = adenin
a U = uracil. Nov¢ vytvofené RNA vldkno je uvolnéno a u eukaryot dale podléha post-
transkripénim upravam. Na 5" konci pre-mRNA je pies trifosfatovy mustek piipojena
7-methylguanosinova hlavicka, zatimco na 3" konci je pfipojen tzv. polyadenylatovy ocas,
sestavajici z n€kolika desitek adenylatovych zbytkl. Tyto modifikace slouzi k lokalizaci
mRNA do cytosolu a chrani konce fetézce pred exonukleasami. DalSi post-transkripéni
modifikaci je sestfih (z angl. splicing), slouzZici k specifickému vystépeni nekddujicich
sekvenci primarniho transkriptu (tzv. intronf1)*. Transkripce, jakozto prvni ze sledu krokd
genové exprese, pro buniku zcela zasadniho procesu, je pfisn€ regulovana pomoci tzv.

transkripcnich faktort.
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2.2 Transkripéni faktory

----------

Ze se navazi na specifickd mista v regulacnich oblastech DNA — tzv. elementech promotoru.
Transkripéni faktory mohou usnadiiovat nebo znemoznit vazbu RNA polymerasy na
promotor, a tak rozhodnout o tom, zda transkripce bude iniciovana nebo nikoliv. Takové
transkripcni faktory oznacujeme jako induktory/represory (souhrnné specifické transkripéni
faktory). Kromé specifickych transkripénich faktorti rozliSujeme také obecné (bazalni)
obecnych transkripnich faktori by nebylo mozné docilit stabilni interakce RNA
polymerasy s promotorem, potfebné k zahajeni transkripce.

Vazebna mista pro induktory a represory pfitom nejsou v bezprostiednim kontaktu
promotoru, ale jsou ¢asto velmi vzdaleny (100 bp az 1 Mb v obou smérech od regulované¢ho
genu — anglicky ,upstream* nebo ,,downstream®). Bylo popsdno vice modell, které
vysvétluji aktivaci cileného genu vzdalenymi induktory. Jednotlivé modely se pfitom
navzajem nevylucuji, ale doplnuji. Jedna z moznosti aktivace je interakce mezi vzdalenymi
transkripénimi faktory a bazalnimi transkripénimi faktory vdzanymi na promotoru diky

tvorbé smycek ve struktuie DNA. Interakce mize byt pfima a nebo skrze medidtorové

.....

2.3 FOXO transkrip¢ni faktory

FOXO transkripcni faktory tvoii podskupinu ,,0* rodiny Forkhead box (zkracené
FOX) transkripcnich faktori, ktera je charakteristickd evolu¢né vysoce konzervovanou
DNA vazebnou doménou® (zkracené DBD, z angl. DNA binding domain). DBD FOX
transkripénich faktorti sestava piiblizné ze ~100 aminokyselin’ a jeji struktura byla poprvé
charakterizovana u FoxA3/HNF-3y v komplexu s DNA metodou rentgenové krystalografie®.
Jedna se o kompaktni o/p protein tvofeny tfemi a helixy (H1-H3), ttemi B fetézci (S1-S3)
a dvéma smyCkami (W1-W2), viz Obrdazek 2.1 na str. 13. Ze zjisténé struktury
FoxA3/HNF-3y byla DBD na zakladé podobnosti stélem motyla nazvana ,,oktidlena
Sroubovice* (z angl. winged helix), nebot’ hlavni kontakt s DNA je zajiStén a-helixem H3
(,,hrudnik®), ktery lezi uvnitt velkého Zlabku DNA ptibliZzn€ kolmo na osu Sroubovice, je

lemovan dvéma dlouhymi smyckami (,,kiidly* W1 a W2), které se jsou v blizkém kontaktu
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pentosa-fosfatové patefe DNA a atomi dusikatych bazi®. Interakce mezi a-helixem H3 a
DNA je bazove specifickd, aminokyselinové zbytky ucastnici se této interakce jsou
zachovany u viech FOX proteinii a rozpoznavaji sekvenci 5'-(A/C)AA(C/T)A-3", kde
A = adenin, C = cytosin, T = thymin, G = guanin.

Obrazek 2.1 — A Struktura FoxA3-DBD v komplexu s DNA — FoxA3 je ve stuhovém zobrazeni a DNA jako
sféricky model. Pfevzato'?. B Topologicky piehled motivi sekundérni struktury DBD FOX proteinii. a-helixy
H4 a H5 jsou piitomny pouze u nékterych FOX proteinii. Retézec S1, vlozeny mezi a-helixy H1 a H2 tvoii
s B-fetézci S2 a S3 antiparalelni ti fetézcovy B-skladany list. Pievzato!!.

FOX proteiny se vyskytuji u celé fady organismtl, zejména u obratlovcl v zivocisné
fi3i, ale také u jednobunéénych kvasinek®!?, zatimco u rostlin geny pro FOX proteiny
chybi'®. U ¢lovéka bylo identifikovano 50 proteindi s charakteristickou winged helix
doménou'®, které jsou kategorizovany do 19 podrodin (FOXA az FOXS) na zdkladé
podobnosti v sekvenci aminokyselin uvniti a mimo DBD'°,

Do FOXO podrodiny jsou fazeny 4 proteiny: FOXO1, FOXO03, FOX04 a FOX06'°.
Pro molekuly FOXO proteint jsou spolecné kromé vysoce konzervované winged helix
domény dalsi 3 domény: nuklearni lokaliza¢ni sekvence (NLS), nuklearni exportni sekvence
(NES) a transaktivaéni doména na C-konci (TAD), viz Obr. 2.2 na str. 14.
V nékteré literatuie se uvadi jako dal§i doména konzervovany region 1 na N-konci (CR1,
z angl. conserved region 1)!”!8. S vyjimkou NES jsou zejména pravé v té&chto doménach u
FOXO proteinti evoluéné konzervovany aminokyselinové residua'!. Motivy sekundarni
struktury v molekulach FOXO proteini vSak nalezneme pouze v rdmci DBD (v piipadé
FOXO4 residua 86-211), zbyla ¢ast molekuly je tvofena nestrukturovanymi oblastmi'’, které

jsou nezbytné pro regulaci jejich funkce. Délka lidského FOXO4 proteinu ¢ini pfiblizné 500
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aminokyselin, ¢imz se odliSuje od ostatnich FOXO proteint, které jsou delsi a vSechny maji

podobnou délku piiblizng 650 aminokyselin'!.

Vazebné motivy

Akt/SGK pro 14-3-3 proteiny Akt/SGK Akt/SGK
N ] l & 1— I c
- _a NES TAD
~
»Winged helix“ doména/DBD NLS

Obrazek 2.2 — Schématické znazornéni doménové organizace FOXO proteinti. Na obrazku jsou vyznaéeny
4 domény spole¢né pro FOXO proteiny: ,,winged helix“ doména (DBD), nuklearni lokaliza¢ni sekvence
(NLS), nuklearni exportni sekvence (NES) a transaktiva¢ni doména (TAD). Fosforyla¢ni mista pro Akt/SGK
zprostiedkovanou forsforylaci jsou znazornény symbolem ®.

Role FOXO proteinti spo¢iva v regulaci osudu buniky. FOXO proteiny jsou
klicovymi hra¢i bunééné smrti, proliferace, progrese bunécného cyklu, metabolismu
a stresové odpovedi, ¢imz ovliviiuji bunéénou homeostazu, bunééné starnuti a tumorigenezi.
FOXOI, 3 a 4 jsou exprimovany ve vSech tkanich, zatimco exprese FOXO6 je omezené na
tkan centralniho nervového systému. Pfedpoklada se, ze exprese FOXO regulovanych genil
muze byt fizena kterymkoli ¢lenem FOXO podrodiny, a zZe specifita jednotlivych FOXO
proteinti je ¢asteéné uréena rozdily v jejich expresnich obrazcich!”!?. Viechny FOXO
transkripéni faktory specificky rozpoznavaji sekvenci 5-GTAAA(C/T)AA-3'. Tato
sekvence je zndma pod ndzvem DBE (z angl. daf-16 family binding element). S niZsi afinitou
FOXO rozpoznavaji sekvenci 5'-(A/C)(A/C)AAA(C/T)AA-3’, znamou jako IRE (z angl.

insuline-responsive element)?’.

2.3.1 Regulace aktivity FOXO proteini

Transkripcni aktivita FOXO proteinll je negativné regulovana prostfednictvim
insulin/PI3K/Akt signalizacni drdhy. Signalizace v rdmci této drédhy je zahdjena vazbou
inzulinu nebo rlstovych faktori na tyrosin kinasové receptory. Tato vazba aktivuje
fosfatidylinositol-3-kinasu, PI3K, ktera nasledné aktivuje protein kinasu B (zkracen¢ PKB
nebo Akt) a sérum/glukokortikoid-regulovanou proteinkinasu (zkracen¢ SGK). Obé& tyto
protein kinasy patii mezi serin/threoninové kinasy, které¢ fosforyluji FOXO proteiny na
residuich T32, S253 a S315 vsekvenci FOXO32!. Fosforyla¢ni mista pro Akt/SGK
zprostfedkovanou fosforylaci jsou v rdmci doménové struktury FOXO proteinli zndzornény

na Obr. 2.2. Fosforylaci FOXO3 na T32 a S253 vznika vazebné misto pro 14-3-3 protein,
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wvrwe

V cytoplasmé FOXO proteiny nemohou vykonavat funkci induktort svych cilovych gent®?

a jsou zde degradovany?*.

FOXO proteiny jsou dale regulovany fadou protein-proteinovych interakci
a posttranslacnich modifikaci, a to fosforylaci (zprostfedkovanou jinak nez Akt/SGT a na
jinych residuich), acetylaci a ubikvitinaci'®, které ovliviiuji jejich lokalizaci v buiice, DNA

vazebnou afinitu, a proto i transkrip¢ni aktivitu.

2.3.1 FOXO#4 transkrip¢ni faktor

FOXO4 je pro sviy antiproliferativni potencidl, dany schopnosti zastavit bunéény
cyklus v jednotlivych kontrolnich bodech, povazovan za tumorovy supresor. Aktivaci
FOXO04 je zvySena exprese pl30/RBL2 (z angl. Retinoblastoma-like protein 2). Nasledna
tvorba komplexu p130 s transkripénim elongac¢nim faktorem E2F-4 indukuje vstup bunék
do klidového stavu (Go faze). FOXO4 dale zvysSuje expresi p27 proteinu, kterd indukuje
zastaveni bunééného cyklu v Gi fazi. Mimo to FOXO4 sniZuje expresi cyklin proteini D1 a
D2, které jsou potiebné pro ptechod G1— S bun&éného cyklu®. Aktivovany FOXO4 rovnéz
indukuje transkripci pro-apoptickych geni (kdédujicich proteiny Bim, Bcl-6, Bax), a tak
podporuje apoptoézu raznych rakovinnych bun€k, ¢imz inhibuje invazitu nadoru a tvofeni
metastaz®®. Za zminku stoji taktéz tloha FOXO4 v regulaci angiogeneze, erytropoézy a
metabolismu glukoézy, tedy v procesich dileZitych pro riist nadoru®®. Zato jinému ¢lenu
FOXO rodiny, FOXO1, je pfipisovdna pro-angiogenni funkce, protoZze mysi s genovym
knockoutem FOXO1 zemfely v embyronalnim stadiu v diisledku vazné naruseného cévniho
vyvoje?’.

FOXO4 hraje neméné dulezitou roli ve zprostfedkovani odpovédi na oxidacéni stres.
V ptitomnosti reaktivnich forem kysliku je FOXO4 fosforylovan na T447 a T451 JNK
kinasou (z ang. c-Jun N-terminal kinase) a monoubikvitinovin MDM2 (z. angl. murine
double minute 2), coz vede k translokaci do jadra kde prostfednictvim indukce transkripce
antioxidacnich enzymt, jako je superoxid dismutasa 2 (SOD2) a katalasa podporuje
detoxikaci®®. Jestlize je ale Girovenl oxida¢niho stresu vysoka, pak je FOXO4 naopak
inhibovan NLK (z angl. Nemo-like kinase) zprostfedkovanou fosforylaci a simultanni
monoubikvitinaci. Aktivita a chovani FOXO4 je tak rlizna v zavislosti na mife oxida¢niho

stresu®.
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Nedavné studie vsak ukazuji, Ze FOX04 muze také vyvoj nadoru podporovat. Bylo
zjisténo, ze zvysSend hladina exprese FOXO4 v reakci na chemoterapeutickou 1écbu u
B-bunééného lymfomu je spojena se $patnou progndzou?®’. Jak jiz bylo zminéno, nizka
hladina ROS indukuje aktivaci FOXO4, ktera nasledn¢ zvySuje odolnost vii¢i oxida¢nimu
stresu pusobenim SOD2 dismutasy a katalasy, zaroven ale tlumi FOXO4 vyvolanou
bunécnou smrt zprostitedkovanou Bcel-6 a Bim. Tyto vlastnosti zfejm¢ podporuji vyhybani
se apoptdze pii progresi nadoru?. Dysregulace FOXO4 se spojuje s rozvojem fady s vékem
souvisejicich patologii. Predpoklada se, ze FOX04 ovliviiuje Alzheimerovu a Parkinsonovu

chorobu tim, Ze ¥idi antioxida¢ni kapacitu bun&k>’.

2.4 p53 transkrip¢ni faktor

Protein p53 je viibec prvni objeveny ptirozené se vyskytujici tumorovy supresor. Po
jeho objeveni vroce 1979 byl vsak nejdiive klasifikovan jako onkogen, v souladu
s tehdejsimi experimentdlnimi nalezy a paradigmaty®'. Pocatky studia p53 proteinu byly
totiz kompromitovany ziskanim cDNA klont p53 z transformovanych bun€k namisto

z normdlni funkéni tkang, protoze p53 se v nadorovych buiikach hojné vyskytoval®

. Nyni
je jiz zndmo, Ze u asi poloviny riiznych typti rakoviny je p53 mutovany.**** Mutovany p53
nejenomze ztraci své tumor supresivni funkce, ale vykazuje i aktivity typické pro onkogeny.
Pii porovnani DNA sekvence riiznych klonl bylo zjiSténo, ze zadné dva klony nemély
identickou sekvenci, coZ vedlo k nadzoru, Ze alesponn n¢které, ne-li vSechny klony, nesly
mutace®. Po naklonovani nemutantni mys$i cDNA p53 bylo ukazano, Ze protein postrada
onkogenni aktivitu pfi pokusu o in vitro transformaci bunék®®. Simultinné bylo
demonstrovana anti-proliferativni vlastnost wt-p53 (wt = divoky typ, z angl. wild type)
inaktivaci alelickych mutaci u lidskych nadort®’, takZe se nakonec zménila klasifikace p53
z onkogenu na tumorovy supresor.

Tumor-supresivni aktivitu p53 lze charakterizovat pomoci gent, které jsou pifimo
kontrolovany p53 transkripénim faktorem. Geny, které p53 kontroluje, lze rozdélit do
4 obsahlych skupin: 1) geny inhibujici progresi bunécného cyklu, 2) geny vedouci
k apoptoze buiiky, 3) geny zajiStujici opravu poskozené DNA, 4) geny inhibujici tvorbu
krevnich cév®.

Klicovymi hraci progrese bunééného cyklu jsou cyklin-dependentni kinasy, které

spolu s partnerskymi cyklin-proteiny umoziuji ptechod z G ptipravné faze do S faze,
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v které probiha replikace DNA. p53 stimuluje expresi genu pro p21 protein, ktery slouzi jako
inhibitor cyklin-dependentnich kinas a tudiz inhibuje pfechod G; = S, ale také G; > M
piechod bunécného cyklu.

Mediatora p53 indukované apoptdzy je mnoho. Jednim z nich je Bax protein, jehoz
gen ma v regulaénim misté p53-vazbné misto. Analogické vazebné misto pro pS3 u mysiho
Bax genu ale chybi®>. Apoptéza jako prostfedek tumorové suprese zamezuje rozsifeni
poskozeni v ramci organismu, odstraiiuje nebezpecné buiiky, které by jinak proliferaci
mohly vyvolat nddorové onemocnéni’®.

Proteinu p53 je pfipisovana prezdivka ,,straZzce genomu‘ mimo jiné proto, Ze reguluje
expresi gentl, které slouzi k opravam chyb v DNA, ¢imz napomaha zachovéni genetické
integrity. Chyby v klicovych genech pro bunécny rist by mohly vyvolat maligni
transformaci bun¢k a rozvoj nadorového onemocnéni.

Nadory v pokrocilém stadiu vyzaduji rist novych krevnich cév ptinasejicich ziviny
do jejich blizkého okoli. Protein p53 stimuluje expresi geni, které procesu ristu novych cév

zabratuji>’.

2.4.1 Aktivace a regulace aktivity pS53

Aktivace p53 je zejména asociovana s poSkozenim DNA. Poskozeni DNA je
detekovano evolu¢né zachovanymi proteiny (stejné proteiny detekuji a signalizuji poskozeni
DNA u organismi od kvasinek po cloveka). Patii mezi né DNA-denependentni serin-
threoninové kinasy ATM , Chkl a Chk2. VSechny fosforyluji p53 na N-terminalni
transktivacni doméné€. Fosforylace na tomto misté znemozinuje vazbu MDM?2 (z angl. murine
double minute 2) enzymu, ktery pracuje jako ubikvitin ligasa a pfidava sérii ubiquitinl na
molekulu p53. Polyubikvitynylovany p53 podléha degradaci v proteazomu. Pokud je vazba
MDM2 na p53 znemoznéna, tak nedochéazi k degradaci p53 a jeho koncentrace p53 v burice
roste’>. Aby p53 mohl vykonédvat svou funkci transkripéniho aktivatoru musi podstoupit
konformac¢ni zmény, které jsou vysledkem dalSich posttranslaénich modifikaci — napf.
fosforlyce/defosforylace a acetylace*. Aktivita p53 je dale regulovana interakci p53 s jinymi
intracelularnimi proteiny (virového piivodu nebo buiice vlastnimi). Interakce miiZze zptsobit
zménu lokalizace proteinu v bufice nebo muze pozménit schopnost p53 vazat DNA,
koaktivatory ¢i korepresory, pfipadné miize ovlivnit rychlost degradace p53 a tim i ¢asovy

obrat proteinu®!.
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Aktivace p53 mulze byt dale dosazena, nezavisle na poSkozeni DNA, intenzivni
onkogenni signalizaci nebo diisledkem jinych bunéénych stresorti (napf. oxida¢niho stresu
vyvolaného hypoxii)*?. Tyto zplisoby aktivace rovnéz nakonec viechny vedou k znemoznéni
vazby s MDM2 a inhibici degradace p53°, ktery ziistava v buiice ve vysoké koncentraci a
po kovalentnich modifikacich miize slouzit jako reguldtor — induktor ¢i represor svych
cilovych genti. Aktivovany p53 se na DNA vaze jako homotetramer. Sekvence DNA, na
které se p53 vaze vykazuji urcitou mirou variability, vSechny ale zahrnuji dvé za sebou
jdouci sekvence 5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’, kde Pu = purinovd baze
a Py = pyrimidinovd baze*. Tetramerizace p53 zvysuje silu jednotlivych vazebnych

interakci skrze aviditu a je pro regulaci transkripéni aktivity klicova*.

2.4.2 Struktura p53

Protein p53 dostal své jméno podle jeho zdanlivé molekulové vahy ziskané
SDS-PAGE analyzou, kterd ukézala Ze se jedna o protein o hmotnosti 53 kDa®!. Skute¢na
hmotnost proteinu, ziskand souctem hmotnosti aminokyselinovych zbytki je vSak pouze
43,7 kDa. Protein p53 je tvofen fetézcem 393 aminokyselin a je ¢lenény do Sesti domén.
Témito doménami jsou dvé transaktivacni domény na N-konci (TAD1 a TAD2), doména
bohatd na prolin (PRD, zangl. proline rich domain), DNA vazebnd doména (DBD),
tetramerizaéni doména (TD) a C-koncova doména**. Strukturni model p53 s motivy
sekundarni struktury a doménovou architekturou je vyobrazen na Obr. 2.3, str. 19.
N-koncova transaktivaéni doména se podili na protein-proteinovych interakcich
s regulacnimi proteiny, napf. jiz zmiiovanym MDM2 a déle p300, ktery napomaha aktivaci
p53 tim, Ze zpiisobuje acetylaci v C-koncové oblasti p53*. Jiné protein-proteinové interakce
zprostitedkovava DNA-vazebna doména, ktera je =zaroven nejcastéjSim mistem
rakovinotvornych mutaci p53®. C-koncova &ast p53 zahrnuje doménu zodpovédnou za
tetramerizaci a obsahuje fosforyla¢ni a acetyla¢ni mista, které ovlivituji schopnost p53 vazat

DNA. Navic k tomu jsou zde obsaZeny nuklearni lokaliza¢ni a exportni sekvence?’.
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N-koncova transaktivacni
doména 1

Domeéna bohata
na prolin

C-koncova
doména

Obrazek 2.3 — Strukturni model p53-393). Doménova struktura je barevné zvyraznéna. Strukturni model byl
ziskan na zakladé homologniho modelovani a simulaci molekulové dynamiky. Pievzato a upraveno**.

2.5 FOXO04 a p53 pri regulaci senescence

Bunééné odpovéd’ po aktivaci FOXO4 a p53 je podobna — oba transkripéni faktory
mohou vyvolat bud’ senescenci, nebo apoptéozu v zavislosti na bunéném typu
a zavaznosti/typu bunééného stresu. Zastaveni bunécného cyklu aktivovanym FOXO04 je
primarné zajiSténa zvysSenou expresi p27 proteinu, respektive p21 proteinu v piipadé
aktivovaného p53 transkripéniho faktoru. Proteiny p27 1 p21 patii mezi inhibitory
cyklin-dependentnich kinas (CDKI, z angl. cyklin-dependent kinase inhibitors) které blokuji
inaktivaci retinoblastomového proteinu (RB), coz vede k aktivaci E2F transkripcnich faktori
a k trvalému zastaveni bunééného cyklu a indukei senescence. Apoptdza pisobenim FOXO
a p53 je fizena pievazné zvysenou expresi proapoptickych BH3-proteinti (z Bel-2 rodiny).!?

Dalsi dulezitou znamkou propojeni obou proteinit v rdmci regulace senescence je
piima interakce p53-FOXO04 in vitro a in vivo.*> Bylo ukazano, Ze tato interakce potladuje
apoptézu u senescentnich bunék, a Ze inhibice/rozruseni této interakce
FOXO4-D-retro-inverso peptidem (FOXO4-DRI), designovanym podle vzoru N-koncové
¢asti FOX0O4-DBD vedlo ke sniZeni exprese CDKI p21. RozruSeni interakce navic vedlo
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k translokaci p53 do cytosolu, ¢imz byla indukovana smrt senescentnich bunék.
U starnoucich mysi byla po aplikovani FOXO4-DRI peptidu pozorovana zlepSena kondice,

hustota srsti a renalni funkce.*®

2.6 Vziajemna interakce FOXO a p53

Interakce mezi FOXO a p53 byla nejdiive popsdna na FOXO3-p53 komplexu, kde
bylo ukazano, ze tvorba komplexu je zodpovédna za aktivaci SIRT1 deacetylasy vyvolanou
hladovénim*®. Pozdg&j$im studiem vazebného rozhrani ve snaze o lokalizovani hlavnich
kontaktd interakce tohoto komplexu bylo ukdzano, ze DNA-vazebna doména p53 (residua
93-293), slab¢ interaguje s ,,winged-helix*“ doménou/DBD a C-koncovou transaktivacni
doménou FOXO3. Rovnéz bylo zjisténo, ze pro formaci komplexu neni p53 pottebny v plné
délce (residua 1-393), ale DBD je pro interakci dostacujici. ,,Winged-helix“/DBD doména
a C-koncova transaktiva¢ni doména je u FOXO podrodiny evolu¢né konzervovana, takze by
méla byt mozna i interakce s ostatnimi ¢leny (FOXO1, FOX04, FOXO6).

Dalsi dokumentovanou interakci FOXO proteinii s p5S3 je FOXO4-p53. Bylo
ukéazano, ze pfima interakce mezi témito proteiny potlacuje apoptdzu u senescentnich bunék,
a ze inhibice/rozruSeni této interakce peptidem designovanym podle N-koncové ¢&asti
FOXO04-DBD vedlo k naruseni transkripce, respektive snizeni exprese CDKI p21, ktery je
dilezity regulator senescence. RozruSeni interakce navic vede k translokaci p53 do cytosolu,

¢imz je indukovana smrt senescentnich bunék*®.

2.6.1 Vazebné rozhrani komplexu FOXO4-p53

Strukturni detaily interakce FOXO proteinii s p53 byly doneddvna jen velmi omezené
zdokumentovany. Teprve nedavno byla publikovana rozséhla studie, kterd pro zmapovani
vazebného rozhrani vyuzila nékolik zkracenych konstrukti jak FOXO4, tak 1 p53.
Charakterizovanim vazebné interakce jednotlivych zkracenych konstrukta je mozné zjistit,
které domény a které nestrukturované oblasti obou proteinll se na interakci mezi proteiny
o plné délce podili. Pro charakterizovani interakci jednotlivych konstruktt bylo uzito n€kolik
fyzikalné-chemickych metod: spektroskopie NMR (nukledrni magnetické rezonance),

chemické zesiténi s hmotnostni spektrometrii (z angl. chemical cross-linking coupled to
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mass spektrometry) a metoda sedimentacni rychlosti analytické ultracentrifugace (SV AUC,
z angl. sedimentation velocity analytical ultracentrifugation)>’.

Bylo zjisténo, ze kliCovymi oblastmi FOXO4-p53 komplexu je N-koncova
transaktivacni doména p53 (obzvlasté TAD?2), kterd interaguje s nékolika segmenty DNA-
vazebné domény FOXO4. Vzniku stabilniho komplexu napoméha nestrukturovand N-
koncova oblast FOXO4, kterd obsahuje konzervovany region 1 (CR1) a Akt fosforyla¢ni
misto/vazebné misto pro 14-3-3 protein.

Tvorba komplexu mezi konstrukty p53 a FOX0O4, kterym obéma chybély N-koncové
oblasti, nebyla viibec pozorovana. Prvnich 60 aminokyselin p53 (obsahujici TAD1 a TAD2)
je pro tvorbu komplexu nezbytnych. N-koncova nestrukturovand oblast FOX0O4 miize
interagovat s p53 prostfednictvim vysoce heterogennich pfechodnych kontakti, které jsou
bézné pozorovany v komplexech vnitin€ neusporddanych proteint, které mohou zlstat ve
vazaném stavu neslozené a nabyvat vice konformaci. Podle jiného vysvétleni by odstranéni
N-koncové ¢asti FOXO4 mohlo ovlivnit konformaci FOXO4-DBD, a tim i jeho interakci
s p53 TAD. Na stabilizaci komplexu se podili také nestrukturovana C-koncova oblast
FOXO0O4. p53 ma prispivat ke stabilizaci komplexu FOXO04-p53 doplitkovymi kontakty
zprostiedkovanymi doménou bohatou na prolin (PRD) a DNA-vazebnou doménou. Po
tvorbé komplexu se DBD obou proteinti dostavaji do blizkého kontaktu, ¢imz by mohla byt
ovlivnéna jejich schopnost vazat DNA. Tato hypotéza byla ve stejné publikaci potvrzena pro
p53, u kterého byla pozorovana snizend DNA vazebna afinita. Vedle toho u FOXO4 nebyla
pozorovana vyrazna zména v DNA vazebné afinité. Biologickd role FOXO4

zprostiedkované inhibice p53 DNA-vazebné afinity dosud neni jasna.

2.7 Bunécna senescence a starnuti

Bunééna senescence je jev, pii kterém dochazi k trvalému zastaveni ridstu
a proliferace buiky v reakci na fadu bunéénych stresovych faktora ¢i pii dosazeni maxima
svého replikacniho potencialu. Senescentni buniky (SC, z angl. senescent cells) zlstavaji
metabolicky aktivni, odolavaji apoptdze a jsou typické sekreci interleukint, prozanétlivych
cytokinl a rastovych faktorti, souhrnné sekretuji tzv. fenotyp souvisejici se senescentnimi
buniky (SASP, z angl. senescence-associated secretory phenotype).

S rostoucim vékem se SC v téle akumuluji, a chronicka produkce SASP do okoli

senescentnich bun¢k ptinasi fadu nezadoucich ucinkl na bunééné mikroprostiedi a tkanovou
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funkci. Akumulace SC je povazovana za jednu z hlavnich pfi¢in starnuti a rozvoje s vékem
spojenych patologii. Senescence muize byt vyvolana fadou faktoril, k nimz patii zkraceni
telomer, oxida¢ni stres a onkogenni signalizace. Obéma transkripnim faktorim p53
a FOXO4 se piipisuje tstiedni role ve starnuti. Spatna regulace téchto proteini je spojena
s nékolika s vékem souvisejicimi patologiemi véetné neurogenerativnich onemocnéni®'>
a rakoviny.

Neékolik studii na laboratornich zviratech ukazalo, Ze odstranéni senescentnich bunék
obnovuje tkanovou homeostdzu ¢i uspésné oddaluje progresi poruch spojenych se
starnutim*®3, Tyto studie oteviely dvefe pro vyvinuti latek, které by specificky zabijely
senescentni buriky, a to ve snaze nejenom o oddaleni a zmirnéni disledkt starnuti, ale také
pro lécbu/obnoveni jiz poSkozené tkané (napf. po akutnim posSkozeni zplisobenym
chemoterapeutiky nebo po chronickém poskozeni zpisobeném pfirozenym starnutim. Latky,
které jsou schopny specificky zabijet senescentni bunky nazyvame senolytika. Vedle
senolytik rozliSujeme také senostatika, které predstavuji druhy terapeuticky pfistup
k zaméfovani senesecentnich buné&k. Senostatika jsou latky, které moduluji/potlacuji

nebezpeény sekreéni fenotyp, aniz by indukovaly smrt buiiky>?.

2.8 Senolytika

Prvni pfedbézné studie senolytik svédci o tom, Ze snizuji pocet senescentnich bunék,
tlumi zanét a zlepSuji kondici organismu. Klinické studie identifikovanych senolytik teprve
zac¢inaji nebo uz probihaji. Dosud identifikovana senolytika se testuji napf. na 1é€bu diabetu,
idiopatické plicni fibrozy, Alzheimerovy choroby, covidu-19, osteoartritidy, osteoporozy a
ocnich onemocnéni. Dokud takové studie nebudou dokonceny, je pfili§ brzy na to, aby se
senolytika pouzivala v klinické praxi®>. Nize je uvedeno n&kolik piikladli znamych
senolytik, ani zdaleka se vSak nejednad o kompletni vycet. Senolytika jsou pro ucely této
prace rozdélena do nékolika skupin, a to zeyména podle odliSnych anti-apoptdznich drah
senescentnich bunék, tzv. SCAP (z angl. senescent cells anti-apoptic pathways)®, na které

senolytika cili.

Inhibitory Bcl-2 rodiny proteinti: Bcl-2 proteiny sehravaji dulezitou roli pti apoptdze.
Rodina Bcl-2 proteini sestava ze ¢leni, které bud’ apoptozu podporuji (pro-apoptické Bcel-

2), nebo inhibuji (proti-apoptické Bcl-2). Pro-apoptické Bcl-2 proteiny zvySuji propustnost
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vnéj$i mitochondridlni membrany, coz vede k vylouceni cytochromu c z mitochondrii
a k zahdjeni apoptozy. Proti-apoptické Bcl-2 proteiny deaktivuji pro-apoptické Bcl-2
a zamezuji jejich funkci’’. U senescentnich bunék mohou byt zvysené hladiny proti-
apoptickych Bcl-2 proteini. Do tfidy Bcl-2 inhibitori spada latka Navitoclax (struktura viz
Obr. 2.4), ktera se vaze na proti-apoptické Bcl-xL, Bcl-w a Bel-2, a znemoziluje tak jejich

interakci s pro-apoptickym Bcl2111. Volny Bcl2l11 dava signal k apoptoze®®,

Navitoclax
muze byt principialné¢ ucinné senolytikum jen pro ty bunécné typy, ve kterych je zvySena
exprese proti-apoptickych Bcl-2 proteini. Bylo ukazano, ze Navitoclax indukuje apoptozu
u lidskych SC plicnich IMR-90 fibroblastii, endotelidlnich bunék pupecnikové Zzily,

ale ne u preadipocytt®®.

ot

Obrazek 2.4 — Navitoclax (diive nazvany ABT-263). Vytvofeno v ACD/ChemSketch.

Zacileni na p53: Dalsi skupinu senolytik tvofi latky, které cili na sit’ p53 proteinu. Pfikladem
latky spadajici do této tfidy je jiz zminovany FOXO4-DRI peptid, ktery vaze FOXO4,
rozruSuje jeho interakci s p5S3 v bunééném jadie, ¢imz je pS3 translokovan do cytosolu, kde
prostfednictvim aktivace proteolytickych enzyml zrodiny kaspas indukuje apoptdzu.
DRI peptidy se od pfirodnich peptidii lisi jednak tim, Ze jsou sloZeny z D-aminokyselin
namisto pfirozené se vyskytujicich L-aminokyselin, takze jsou méné& nachylné k degradaci
endogennimi proteasami, dale maji DRI peptidy obracenou sekvenci oproti matefskému
peptidu, zachovavaji ale identickou strukturu postrannich fetézct®°.

Jinym mechanismem cili na sit’ p53 malé molekuly P5091 nebo P22077, které slouzi
jako inhibitory ubikvitin-specifické peptidasy (USP7). USP7 deubikvitinuje MDM2,
a zabranuje tak degradaci p53 ubikvitin-proteasomovym systémem. Protein p53 je takto

stabilizovan a jeho hladina roste. p53 miize indukovat apoptdzu, bud’ indukci exprese gent
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kodujicich napt. pro-apoptické proteiny PUMA a NOXA z Bcl-2 rodiny, nebo zptsobem

nezavislym na transkripci — translokaci do cytosolu a inhibici Bel-xL%.

Srdecni glykosidy: V roce 2019 byla identifikovana nova tfida senolytik — srde¢ni
glykosidy (CG, zangl. cardiac glykosides). Srdecni glykosidy se pfirozené vyskytuji
v rostlinach, pfedevsim v ndprstnicich. Jedna se o 1é¢iva uzivana pii srdecnim selhdni nebo
pii srdeéni arytmii®'. Mechanismus jejich plisobeni jakozto senolytik je ¢aste¢né zaloZen na
inhibici Na'/K" ATPasy, coz vede k depolarizaci plasmatické membrany a pozdéjsi
acidifikaci butiky z divody blokace Na'/H" antiportéru, tim je bufika senzibilizovana ke
smrti. Specifita vii¢i senescentnim buiikdm je zajiSténa tim, ze SC vykazuji mirnou
depolarizaci plasmatické membrany jiZ pfed inhibici Na'/K*™ ATPasou, a jsou tak nachyIngjsi

na piisobeni CG%2. Mezi CG patfi napt. latky digoxin a ouabin, viz Obr. 2.5.

Quabain

Obrazek 2.5 — Srdecni glykosidy Digoxin a Ouabain. Vytvoreno v ACD/ChemSketch.

Galaktézou modifikované proléciva: K vyvoji novych senolytik se vyuziva také
metabolickych zmén SC. BéZnou charakteristikou SC je jejich zvySena lysosomalni
B-galaktosidasova aktivita. SA-B-galaktosidasa (SA-B-gal, z angl. senescence associated
B-galactosidase) je dilezitym biomarkerem senescence, nebot’ SC maji zvySenou expresi
tohoto enzymu. B-galaktosidasa §tépi terminalni B-galaktosu glykokonjugati. Toho se da
vyuzit pfipojenim galaktozy kriznym cytotoxickym sloucenindm. Galaktozou
modifikované proléciva jsou prednostné zpracovany enzymatickym Stépenim SA-B-gal v
senescentnich bunikach, coz vede k uvolnéni aktivnich cytotoxickych sloucenin a

selektivnimu usmrceni senescentnich bunék>°.
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Ptikladem galaktézou modifikovaného proléciva je Nav-Gal, ktery je sloZzeny z acetylované
galaktozy konjugované k Bcl-2 inhibitoru Navitoclaxu. Ve srovnani se samotnym
Navitoclaxem, byla u Nav-Gal pozorovana snizena trombocyticka toxicita, ktera je pfi jeho

uzivani ¢astym vedlej$im t¢inkem®’.

Flavonoidy: Posledni zde uvedenou tiidou senolytik je skupina flavonoida. Flavonoidy jsou
latky pfirodniho pavodu. Jednd se o rostlinné sekundarni metabolity s rozlicnou
polyfenolickou strukturou. Zakladni skelet flavonoidu tvoii flavonové jadro (viz Obr. 2.6),
sestavajici z dvou benzenovych jader (A a B), které jsou propojeny heterocyklickym
pyranem (C). Flavonové jadro je bézn¢ substituované hydroxyskupinami nebo
methoxyskupinami, take se rGzné flavonoidy li§i stupném substituce a oxidace®.
Flavonoidy jsou znamy pro své vSestranné zdravotni pfinosy na lidsky organismus, zv1asté
diky jejich antioxidacnimu ptsobeni a kladnému vlivu na cévy. Lidé flavonoidy pfijimaji ve
stravé, hlavnimi zdroji flavonoidii pro ¢loveéka jsou ovoce a zelenina spolu s ¢ajem a

gervenym vinem®’.

Obrazek 2.6 — Flavonové jadro tvorici zakladni skelet flavonoidi. Pievzato®.

Mezi viibec prvni identifikované latky se senolytickou aktivitou in vitro a in vivo
patfil pravé flavonoid quercetin (viz Obr. 2.7, str. 26), ktery také patfi mezi inhibitory anti-
apoptickych Bcl-2 proteint a inhibuje PI3K/Akt signaliza¢ni drahu, kterd byva nadmérné
aktivni u nékterych typti rakovin®®. Z bun&nych screeningti vyplynuly dalsi flavonoidy se
senolytickou aktivitou, napf. fisetin (viz Obr. 2.7, str. 26), ktery je strukturni analog
quercetinu, chybi mu pouze 5-hydroxy skupina, pficemz je vice G€inny nez quercetin, coz
naznacuje, ze strukturalni optimalizaci Ize vyvinout u¢innéjsi analogy jiZ identifikovanych
senolytik. V praxi se provede n€kolik kol studii vztahu mezi strukturou a aktivitou (SAR,
z angl. structure-activity relationship), kde jsou malé knihovny analogl testovany na
senolytickou aktivitu v senescentni bunééné kultuie®®. Medicinalni chemie bere v potaz

1 dalsi dilezité vlastnosti latek, jako je lep$i biologickd dostupnost, vhodny biologicky
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polocas nebo mirnéjsi vedlejsi tcinky, které do jisté miry predurcuji jejich potencial jako

1é¢iva.

OH

quercetin procyanidin C1

HO

HO
OH o

fisetin HO

HO

o)

Obrazek 2.7. Flavonoidy — pfirodni polyfenoly quercetin, fisetin a procyanidin Cl. Vytvofeno
v ACD/ChemSketch.

Velmi dobré vysledky na mySich modelech byly pozorovany také pii pferuSovaném
podavani flavonoidu procyanidinu C1 (PCCI1) (viz Obr. 2.7), nalezeném v extraktu z
hroznovych seminek. PreruSované podévani senolytik ma potencial snizit riziko vzniku
nezadoucich stavll u pacientil, minimalizovat vedlejsi U€inky podavaného lé€iva a zabranit
vzniku Iékové rezistence senescentnich bunék. U pfirozené starnoucich mysi, kterym byla
podavéana davka PCCI jednou za dva tydny, pocinaje vékem 24-27 meésicli (to zhruba
odpovida v€ku 75-90 u lidi), byla pozorovana o 64,2 % delsi sttedni délka Zivota, respektive
0 9,4 % delsi celkova délka Zivota oproti kontrolni skuping. Tato data naznacuji, ze PCCI

miiZe vyznamné sniZit riziko imrtnosti souvisejici s vékem u starych mysi®’.
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3 Cile prace

1. Piiprava rekombinantni DNA-vazebné domény lidského transkripéniho faktoru

FOXO4s6-211) s mutaci T134 — C134.

2. Chemickd modifikace piipraveného FOXO4-DBDgs-211) proteinu v poloze C134
radikalem 3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL.

3. Naméieni 2D "H-'"N HSQC spekter '°N izotopové znaceného p53(i.93) v ptitomnosti
FOX04-DBDs6-211) modifikovaného:

a) Paramagnetickym radikidlem 3-(2-lodoacetamido)-PROXYL (méfeni 1.)

b) Diamagnetickym  redukovanym  radikdlem  3-(2-lodoacetamido)-PROXYL

(méfeni I1.)

4. Vyhodnoceni ziskanych dat.
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4 Material

4.1 Pouzité chemikalie

1,4-dithiotreitol (DTT) ..cccvvveeiieeeiieecieeeieee Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
3-(2-lodoacetamido)-PROXYL .........cccc....... Sigma-Aldrich Corporation (USA)
AMPICIIN .eoeiiieiiiiieic e Sigma-Aldrich Corporation (USA)
AZ1d SOANY ..evvieiiieiieie e PENTA (Ceska republika)
B-merkaptoethanol ............cccccceeeeiieeiiieecieenee, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
CItTAt SOANY ..vvieeeiiieeiie et PENTA (Ceska republika)

Coomassie Briliant Blue G-250 ........................ Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného .......... PENTA (Ceska republika)
dihydrogenfosfore¢nan draselny .........c..cccc..e. PENTA (Ceska republika)
dodecylsiran sodny (SDS) .....cocoveviiiiiiniiiiens Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
EDTA et Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
ethanol ........coovieiiieiei e PENTA (Ceska republika)
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ................. Sigma-Aldrich Corporation (USA)
ElyCerol ..o Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
ELYCIN Lottt Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
hydroxid sodny ........cccceeevevierieiiiieieeieeieeeen PENTA (Ceska republika)

chlorid draselny ..........ccccceeevieniiiinieniieieeee, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
chlorid sOdny .......ccceeviiiiiiniiiieeee e, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
IMIdAZOl ..o Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
1SOPTOPANOL ... LACHNER a.s. (Ceska republika)
isopropyl-pB-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) .... EMD Biosciences, Inc. (Némecko)
kyselina chlorovodikova ..........ccccccoceeeiininnen. PENTA (Ceska republika)

LB médium .......cccovvvviiiiiiecieeeeeee e Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
LYSOZYM ..ot SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)
peroxodisiran amonny ..........c.ccecceveereenienienienns Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Rotiphorese Gel 30 ......ccccoeviieiiienieiieieeeeee, Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
siran nikelnaty ........ccccceeveeiieeiiieeieeeeeeee PENTA (Ceska republika)

TEMED ..ooioiiiiieeeeeeeee et Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) ........... Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
EEOMDIN ..t Sigma-Aldrich Corporation (USA)
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4.2 Pouzité pristroje

analytické vahy ABS 120-4 ........cccoovvveviennnnnn. KERN & SOHN (Némecko)
AKTAPIIME ..o GE Healthcare (USA)

Bruker Avance III"™ HD 850 MHz spectrometer ... Bruker (USA)

centrifuga 5804 R (rotor A-4-44) .......ccccuenee.. Eppendorf AG (Némecko)
centrifuga K80 (rotor S6/6,6) ........cccvevvvennennne. MLW (Némecko)

centrifuga MiniSpin PL-109 .............cccoeeneeee. Eppendorf AG (Némecko)
centrifuga Universal 4 x 100 Z323K ................. HERMLE Labortechnik GmbH (Némecko)
inkubator HT Multitron ..........ccccoeeveevieniienenne. Infors (Svycarsko)

Millipore EIiX .....ooovvieiiiiieiieciecieceeeeeeeee Sigma-Aldrich Corporation (USA)
peristaltickd pumpa ..........cccccvveeeiieeiieeeieee, IDEX Health & Science (Svycarsko)
pH-metr JENWAY 3505 ..o, P-LAB (Cesko)

predvazky EG-420 NM .......ccccovveviienieeieeiene, KERN & SOHN (Némecko)
Sonicator3000 MiSONIX ........cccveerveereerreenneennen. Cole-Parmer (USA)

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

spektrofotometr NanoDrop ........cccccceeeeveeennenns Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
VOItEX ZX3 oooeiieiieeieeiee ettt eve e sve e Velp Scientifica (Italie)

zdroj pro elektroforézu .........cccevvveeviveenieeennnen. Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

4.3 Ostatni pomiicky

aparatura pro vertikalni elektroforézu ............... Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

automatickeé pipety .....ccoeevveveieeniieeeee e, Eppendorf AG (Némecko)

dialyza¢ni membrana Spectra/Por .................... SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)

E.coli kmen BL21(DE3) ...ccoocviviiiiiiiiienee, Stratagene Corporation (USA)

filtry o pérovitosti 0,45 pm .......cccceeeeevveeeveennne. GE Healthcare (USA)

koncentratory VIVASPIN TURBO 15 ............. Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.
KG (Némecko)

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

injekeni stiikacky .....ccceeveevveeniiiieiieeiieeee e B. Braun Melsungen AG (Némecko)

kolona HiLoadTM 26/600 Superdex™ 75 pg .. GE Healthcare (USA)
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kolona HiTrap SP .....cccvveviieviiiiiiicieeee GE Healthcare (Svycarsko)

kifemenné KyvVety .......occeevveeviienieeiieiecieeee Agilent technologies, Inc. (USA)

svorky na dialyza¢ni membrany ....................... SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)
plastoveé zkumavky .........cccccvvvevviiieiiieeieeen, Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
mikrodesticky Corning® 384 .........c..ccceeeuveennee. Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Smm Shigemi kyveta .........cccoeevvevieiciienieeienne. SHIGEMI Co., LTD. (Japonsko)
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S Metody

Experimentalni C¢ast této prace sestavala z kultivace transformovanych
kompetentnich bunék E. coli, nasledné exprese a purifikace DBD potiebného mutantniho
proteinu  FOXO4s6-211) (T134C), jez byl poté chemicky modifikovan radikadlem
3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL (,,paramagnetickou sondou®). Radikdlem znaceny
FOXO4s6-211) byl piidan ke vzorku N znageného p53(1.93) proteinu a provedly se dvé NMR
méieni, kterymi byly ziskany dvé 'H-">N HSQC spektra p53(1.93) proteinu. P¥i prvnim méfeni
bylo ziskané spektrum ovlivnéno jevem paramagnetického zesileni relaxace. Pfed druhym
méfenim byl radikdl 3-(2-Iodoacetoamid)-PROXYL redukovéan kyselinou askorbovou,
takZe ziskané spektrum nebylo ovlivnéno jevem paramagnetického zesileni relaxace. V této

kapitole bude uveden princip a zpiisob provedeni jednotlivych pouzitych metod.

5.1 Exprese DBD mutantniho proteinu FOXO04 (T134C)

Rekombinantni proteiny jsou proteiny exprimované v exogennim hostitelském
systému. Jejich pfiprava spociva ve vpraveni expresniho vektoru (nej€astéji cDNA plasmid)
do hostitelského systému. Proces pfijeti cizorodé genetické informace uréitym organismem
se nazyva transformace. Expresni vektor musi obsahovat minimalné sekvenci promotoru,
dale sekvenci pro expresi chténého proteinu (pfislusny gen) a v neposledni fadé selekéni
marker (tj. gen, ktery proptijcuje hostitelskému systému vlastnost pro umeélou selekci). Jako
selekéni marker Casto slouzi geny s antibiotikovou rezistenci. Po zavedeni vektoru do
bakterialni buniky se nasledné kultura péstuje na médiu obsahujici antibiotikum, takze je
zajisténo, Ze mohou rist pouze ty bakterialni kolonie, které uspé$né pfijaly a exprimovaly
zavedeny geneticky material.

Jako exogenni hostitelsky systém byl pro exprimovani mutantniho proteinu
FOXO0456-211(T134C) pouzit kmen BL21(DE3) bakterie E. coli. Jednd se o kmen
kompetentnich bunék vhodny k provedeni transformace. Expresnim vektorem byl plazmid
pET-15b, ktery obsahoval gen rezistence proti ampicilinu. Samotny FOXO4-DBD byl
exprimovan jako fuzni protein s histidinovou kotvou na N-konci a zdménou v jedné

aminokyselin¢ v poloze 134 (threonin - cystein).

ZaloZeni bakteridlnich kultur: Do 2 sklenénych zkumavek obsahujicich 5 ml Luria-

Bertani média (LB) bylo za sterilnich podminek napipetovano 5 pl ampicilinu o koncentraci
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100 mg/ml. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 5 pl roztoku bunééné kultury v glycerolu
(zésobni roztok glycerol:bunécna kultura byl v objemovém poméru 3:7). Zkumavky,
uzaviené kovovymi vicky, byly pfes noc ponechany inkubovat pfti teploté 37 °C ve stolnim

orbitalnim inkubétoru pii 180 ot./min.

Po 16 hodinach byly bunécné kultury za sterilnich podminek sjednoceny v konické
zkumavce a roztok kultury byl rovnomérné rozdélen do dvou 21 Erlenmeyerovych banck
obsahujicich 900 ml sterilniho LB média s pfidavkem ampicilinu o koncentraci 100 pg/ml.
Bunééné kultury byly znovu inkubovany pfi teploté 37 °C v orbitalnim inkubatoru pii 190
ot./min. V pribéhu inkubace byla méfena opticka hustota roztoku pfi vinové délce 600 nm.
Nulova opticka hustota byla kalibrovana na ¢&isté LB médium. Pii ODeoo = 0,4 cm™! byla
teplota snizena na 20 °C a pti ODeoo = 0,8 cm™ (po asi 3,5 hodinach inkubace) byla exprese
proteinu indukovana pouzitim IPTG o vysledné koncentraci 0,5mM. Po 17 hodinach exprese
provadéné pii 20 °C byly bunééné kultury sedimentovany v centrifuze pii 4 °C a 2073xg.
Sediment z 900ml bunécné kultury byl resuspendovan v 30 ml lyza¢niho pufru (sloZeni
viz Tabulka 1) a zamrazen pii —80 °C. SloZeni zasobniho (10x koncentrovaného)

fostatového pufru pouzitého k ptipravé lyzacniho pufru je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 1: SloZeni lyza¢niho pufru, 300 ml

Chemikalie Vysledna koncentrace
10x PBS (slozeni viz Tab. 2) 1x PBS
NaCl 1 mol-dm™
BME 4 mmol-dm™
Imidazol 2 mmol-dm

Tabulka 2: SloZeni 10x koncentrovaného PBS pufru (pH=7,4), 11

Chemikalie | Odméiené mnoZstvi
NaCl 80 g
KCl 2g
KH,PO4 24 ¢
NaHPO,-2H,0 144 ¢
NaNj3 04¢g
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5.2 Lyze bunék

Aby bylo mozné exprimovany protein izolovat, je nutné rozrusit bunéénou sténu
E. coli. RozruSeni bunécné stény E. coli bylo docileno pilisobenim lysozymu na
resuspendovanou buné¢nou kulturu. Lyze bunék byla dokoncena sonikaci. Sonikace je
vyuziti ultrazvukovych pulst k naruseni plasmatické membrany buné¢k a k vyliti bunééného
obsahu do roztoku. Pfi sonikaci se uvoliiuje zna¢né¢ mnozstvi tepla, a proto je nutné¢ béhem
sonikace teplo z roztoku bunék efektivné odvadet. Jednim ze zplisobil provedeni sonikace
v laboratofi je pfimé ponofeni ultrazvukové sondy do sonikovaného roztoku v kédince, ktera

je chlazena v ledové lazni.

Provedeni: Resuspendovany roztok bunék, zamrazeny pii —80 °C, byl ponechan rozmrznout
pti pokojové teploté. Roztok bunck byl preveden do silnosténné kaddinky PYREX a byl
k nému pfidan lysozym (enzym narusujici bunéénou sténu bakterii) o vysledné koncentraci
0,1 mg/ml. Roztok byl ponechén inkubovat po dobu 35 minut pii 4 °C za stalého michani.
Poté byl pridan PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid) o vysledné koncentraci 1mM, ktery
slouZzi jako inhibitor serinovych proteaz. PMSF je tfeba pfidavat tésné pred sonikaci, nebot
je ve vod¢ nestabilni, jeho polocas Zivota ¢ini méné nez 1 h a ptidava se proto, aby nedoslo
pii lyzi bun¢k zaroven k degradaci zadouciho proteinu. Takto ptipraveny roztok byl ponoifen
do ledové 1azn¢ a sonikovan pti vykonu 55 wattli za opakovani cyklu ultrazvukovych pulst
po dobu 15 sekund nasledovanych 45 sekundovou pauzou. Celkovy cas trvani pulzu byl

15 minut. Sonikat byl nasledné centrifugovén pii 4 °C a 20 000xg po dobu 45 minut.

5.3 Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie patfi mezi afinitni chromatografie, u kterych je
separace umoznéna na zdkladé¢ navazanych skupin na stacionarni fazi (matrice),
interagujicich pouze s ur€itym strukturnim typem molekul vzorku. Matrice Chelating
Sepharose™ Fast Flow umozZiiuje imobilizaci iontu Ni**. Matrice nabita nikelnatymi ionty
pak specificky tvofi komplexy s dusikem na postrannim fetézci aminokyseliny histidinu. Pii
prachodu vzorku kolonou se selektivné zachycuji pfedevSim proteiny oznacené histidinovou
afinitni kotvou. Histidinovou kotvu tvofi sekvence nejCastéji 6 aminokyselin histidinu
navazanych bud’ na C- nebo N-konci proteinu. Exprimovany FOXO4 protein na rozdil od

jinych proteint v bunééném extraktu bude mit tuto histidinovou kotvu (na N-konci), ktera
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umozni jeho zachyceni, zatimco ostatni proteiny bunécného extraktu by mély kolonou
prochazet bez zachyceni. Eluci zachyceného proteinu je mozné provést vice zpusoby:
a) snizenim pH (pii kyselém pH bude aminoskupina na postrannim fetézci protonizovana
a ztrati schopnost vazat Ni?"), b) nadbytkem imidazolu (také afinitn& vaze Ni*" do komplexu,
jde o tzv. kompetitivni eluci), c¢) chelata¢nimi ¢inidly (napt. EDTA, kterd uvolni
imobilizovany kov z matrice, dochazi k tzv. koeluci proteinu). Pfi niklové chelatacni
chromatografii v této praci byla pouzita eluce nadbytkem imidazolu. Pribé¢h niklové

chelata¢ni chromatografie je schematicky znazornén na Obrdzku 5.1.

Ekvilibrace: Vazba proteinu: Eluce:
roztok Lyzat Imidazol

5] NiSOy =] O~ M BLY

- \ !

o ( - «
| Hiskticiincw'z]

A oiva

8 Ni
3 Lo~ Ry =
=] — ¥~ Znateny —
@ protein
| | | | @

Prutok
e kolonou — — ‘ i ‘ ’
Nespecifické

proteiny

Obrazek 5.1 — Schéma pritbéhu niklové chelata&ni chromatografie. Pievzato a upraveno®.

Provedeni: Kolona naplnénd 5 ml Chelating Sepharose™ Fast Flow byla pfipojena
k peristaltické pumpé€ a nejprve promyta 15 ml dH»O. Nabiti kolony bylo provedeno 60 ml
0,1 M NiSOs. Nenavazany Ni** byl vymyt opét 15 ml dH>O. Poté byla kolona promyta
15 ml pufru E, jehoZ slozeni je uvedeno v Tabulce 3, str. 35. Nasledovala adsorpce
supernatantu bunééného extraktu na kolonu a poté se zacalo promyvat pufrem E (celkem
50ml)a 10 % (v/v) pufrem F (sloZeni v Tabulce 4, str. 35) v pufru E. Adsorpce supernatantu
a nasledné promyvani pufry bylo provadéno pfipojenim kolony k peristaltické pumpé
s nastavenym pratokem asi 1 ml/min. Nasledné byla peristaltickd pumpa odpojena a fuzni
protein byl eluovan 20 ml ¢istého pufru F a sbirdan po 1,5 ml frakcich do zkumavek

inkubovanych na ledu. Vysledek separacniho procesu byl ovéfen pomoci denaturujici
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elektroforézy v 15% polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Frakce, které vykazovaly

dostacujici koncentraci fuzniho proteinu byly sjednoceny pro dalsi kroky purifikace.

Tabulka 3: SloZeni pufru E, 500 ml

Chemikalie Vysledna koncentrace
10x PBS (slozeni viz Tab. 2, str. 32) 1x PBS
NaCl 0,5 mol-dm
BME 2 mmol-dm?
Imidazol 1 mmol-dm™

Tabulka 4: SloZeni pufru F, 100 ml (pH upraveno na 8,0)

Chemikalie Vysledna koncentrace
10x PBS (slozeni viz Tab. 2, str. 32) 1x PBS
NaCl 0,5 mol-dm?
BME 2 mmol-dm™
Imidazol 0,6 mol-dm

5.4 Dialyza a Stépeni His-tag

Dialyza je béznou technikou pro vyménu pufru zroztokti biologickych
makromolekul. Dialyza je pfitom zaloZena na jevu osmoézy — samovolného prichodu
rozpoustédla do roztoku oddéleného polopropustnou membranou. Polopropustnd membrana
umoznuje prichod pouze nizkomolekularnich latek — slozek pufri, které pifechazi z prostiedi
o vysSi koncentraci do prostfedi s niZs§i koncentraci. Po niklové afinitni chromatografii bylo

potieba odstranit predevsim stil, imidazol a Ni**.

Provedeni: Sjednocené frakce eluovaného proteinu byly pfemistény do dialyzacéni
membrany s pory propustnymi pro molekuly do molekulové hmotnosti 6-8 kDa a byla
provedena dialyza pti 4 °C proti pufru A (sloZzeni viz Tabulka 5, str. 36). Po 1 h byla na
zakladé¢ Lambert-Beerova zakona (5.1) stanovena koncentrace proteinu, ¢, v dialyzacni
membrané méfenim absorbance, 4, pii vinové délce 280 nm (¢ je molarni absorpéni

koeficient a / délka absorpéni vrstvy).

= Leso (5.1)

£280°1
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Ze zjisténé koncentrace byl vypocten vytézek purifikace pted $t€penim dle vztahu

m=V-c-M (5.2)

kde m je hmotnost proteinu v g, ¥ objem roztoku proteinu v dm?, ¢ koncentrace proteinu
v mol-dm™ a M molarni hmotnost v g'mol™!. Ke kvantitativnimu odtépeni histidinové kotvy
bylo pouzito 10 U trombinu na 1 mg fuzniho proteinu (1 U odpovida 1 pul roztoku). Stépeni
probihalo béhem dialyzy pfes noc pii 4 °C za stalého michdni. Vysledek §tépeni byl overen

metodou SDS-PAGE.

Tabulka 5: SloZeni pufru A, 11 (pH upraveno na 6,3)

Chemikalie Vysledna koncentrace
kyselina citronova 50 mmol-dm™
EDTA 2 mmol-dm™
BME 2 mmol-dm

5.5 Kationtové vyménna chromatografie

U iontové vyménné chromatografie nese stacionarni faze (pevny nosi¢) na svém
povrchu nabité funkéni skupiny, které se chovaji jako iontoménice. Na povrch stacionarni
faze se vazi elektrostatickou interakci ty slozky vzorku, které nesou opacny néboj. Sila
interakce je zavisla na iontové sile a pH protékajici mobilni faze. Jestlize ma roztok proteinu
pH niZsi nez je jeho pl, pak protein ponese kladny naboj a bude se vazat na zaporné nabité
funkéni skupiny nosice. Eluce zachyceného proteinu mize byt dosazena zménou pH mobilni
faze (tzn. zménou nadboje proteinu) nebo gradientem soli, ¢imz dojde k zvySeni iontové sily

a snizeni elektrostatické interakce proteinu s iontomé&ni¢em.

Provedeni: Po dialyze byl roztok proteinu pienesen z dialyzatni membrany do konické
zkumavky inkubované na ledu. Kolona HiTrap SP, naplnéna stacionarni fazi sefardzou,
nesouci zaporné nabité sulfopropylové skupiny, byla pfipojena k piistroji AKTAprime.
Objem kolony €inil 4 ml. Pfed zavedenim vzorku na kolonu byl cely obvod pfistroje promyt
3 CV (z angl. column volume) pufru F (slozeni viz Tabulka 6, str. 37) a 1 CV pufru E (slozeni
viz Tabulka 7, str. 37) ptefiltrovanymi pfes membranovy filtr o velikosti port 0,45 pm.
TaktéZ roztok proteinu byl prefiltrovan pfes membranovy filtr s velikosti pora 0,45 um.
Rychlost pratoku byla nastavena na 1,5 ml/min a pfi této rychlosti byl pfidan roztok proteinu.

36



Eluce proteinu byla provedena gradientem pufru F. Frakce byly jimany do mikrotitracni
desticky po 1 ml. Pribéh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti
a absorbance pii 280 nm v Gsti kolony. Metodou SDS-PAGE byla ovéfena Cistota sbiranych

frakei.

Tabulka 6: SloZeni pufru F, 500 ml

Chemikalie Vysledna koncentrace
kyselina citronova 1x PBS
EDTA 0,5 mol-dm?
DTT 2 mmol-dm™
NaCl 1 mol-dm’

Tabulka 7: SloZeni pufru E, 500 ml

Chemikalie Vysledna koncentrace
kyselina citronova 1x PBS
EDTA 0,5 mol-dm?
DTT 2 mmol-dm™

5.6 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie umoziiuje separaci proteini popiipade
nukleovych kyselin podle jejich velikosti. Je zaloZena na pronikéani analyzovanych latek do
porézniho dé¢liciho materidlu (gelu). Gel je zesitovany polymer (napiiklad dextran)
s trojrozmérnou strukturou s pory o urcité velikosti. Mobilni fazi je roztok mezi ¢asticemi
gelu a stacionarni fazi tvofi polymerni gel. Molekuly vétsi velikosti nez je velikost pori
nemohou pronikat do ¢astic gelu a pouze Castice gelu obtékaji. Mensi molekuly mohou
pronikat do c¢astic gelu, tim jsou zadrzovany, prodluzuje se jejich drdha prichodu
chromatografickou kolonou, a jsou tak oddéleny od vétSich molekul. Nizkomolekularni

latky, naptiklad anorganické soli jsou zadrzovany v gelu nejvice a eluovany nejpozdéji.

Provedeni: Gelové permeacni chromatografii predchazela ultrafiltrace roztoku proteinu
v centrifuze pii 1500%g a teploté 4°C. Timto procesem byl roztok proteinu koncentrovan na
kone¢ny objem 1,5 ml. Byl pouZzit koncentrator s membranou propustnou pro molekuly
o molekulové hmotnosti nizs$i nez 10 000 Da. Gelova chromatografie byla provedena na
kolon& HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg. Jako mobilni faze byl pouzit 20mM Tris pufr
o pH 7.5 (sloZeni viz Tabulka 8, str. 38) o pritoku 2 ml/min. Frakce byly jimany do
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mikrotitracni desticky po 1,5 ml. Vysledek separacniho procesu posledniho kroku purifikace

proteinu byl ovéten metodou SDS-PAGE.

Tabulka 8: SloZeni pufru pouZitého v gelové permeacni chromatografii jako mobilni faze

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris (pH =17,5) 20 mM
NaCl 100 mM
glycerol 10% (v/v)
EDTA I mM
DTT 2 mM

5.7 SDS-PAGE

SDS-PAGE (z angl. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis) je
separa¢ni metoda vyuzivana k separaci proteinii na zakladé jejich odlisné molekulové
hmotnosti. Oproti jinym elektroforetickym metodam, u kterych jsou latky déleny na zakladé
obecné elektroforetické pohyblivosti (ta je zavisld mimo jiné také na tvaru a velikosti naboje
na jednotku hmoty) je u SDS-PAGE délici proces zajistén pievazné na zaklad¢ rozdilné
molekulové hmotnosti. Dodecylsiran sodny je iontova povrchové aktivni latka slouzici jako
detergent, proteiny denaturuje a udili jim uniformni zdporny néboj, ktery ptekryva vlastni
naboj proteinu. VSechny proteiny pokryté SDS jsou charakteristické podobnym valcovitym
tvarem.

Polyakrylamidovy gel vznik4 kopolymeracni reakci akrylamidu a N,N"-methylen-
bis(akrylamidu) v roztoku pufru a za pfitomnosti iniciatoru a stabilizatoru. Jako iniciator
slouZzi persulfat amonny, ktery se za svétla rozklada za vzniku volnych radikal, které iniciuji
vlastni  polymeraéni reakci. Volné radikdly jsou stabilizovany  pfidanym
tetramethylethylendiaminem (zkracen¢ ,, TEMED®). Struktura vzniklého gelu sestava z pori
urcité velikosti, obsahujicich kapalinu s pufrem. Velikost poru je nepifimo Umérna
koncentraci bis-akrylamidové slozky. Pokud je velikost porti srovnatelnd s velikosti
proteind, pak se proteiny budou pti priachodu gelu setkavat s odporem. Na rozdil od gelové
permeacni chromatografie se vétsi molekuly zpozd'uji oproti men§im molekulam, jelikoz je
pro n¢ odpor prostiedi veétsi.

Pro potieby této prace byla SDS-PAGE pouzita jako kontrolni metoda k ovéfeni
pfitomnosti purifikovaného proteinu po provedeni jednotlivych purifikaénich krokt. SDS-

PAGE bylo vyuZito po niklové afinitni chromatografii, po kationtové vymeénné
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chromatografii a po gelové permeacni chromatografii a také pro ovéfeni odstépeni

Histidinové kotvy po $tépeni trombinem.

Provedeni: Z vybranych frakci po jednotlivych purifikacnich krocich bylo odebrano 10 pl
roztoku proteinu a smichano s 5 pl 5xSDS vzorkového pufru (slozeni viz Tabulka 9).
Ptipravené vzorky byly inkubovany pti 95 °C po dobu tii minut a poté byly pievedeny do
jamek zavadéciho gelu (4% polyakrylamidovy gel, sloZzeni viz Tabulka 10), kterym byl
pfevrstven 15% separacni polyakrylamidovy gel (Tabulka 11, str. 40). Jako marker
molekulovych hmotnosti byl pouzit ROTI®Mark TRICOLOR, ktery sestiva z deseti
proteinli v rozmezi molekulovych hmotnosti 11-245 kDa. Elektroforéza probihala
v 1xkoncentrovaném pufru pro SDS elektroforézu (sloZzeni 10xkoncentrovaného pufru
viz Tabulka 13, str. 40) ptfi konstantnim napéti 200 V po dobu 60 minut. Pro vizualizaci
proteinti zachycenych na gelu po elektroforéze bylo pouzito barvivo Comassie Brilliant Blue
G-250 (slozeni barviciho roztoku viz Tabulka 14, str. 40). Gel byl ptfiveden k varu v asi
200 ml deionizované vody, poté kratce povaten v piitomnosti barviva Comassie. Poslednim

krokem bylo odbarveni gelu v deionizované vodg.

Tabulka 9: SloZeni 5xSDS vzorkového pufru

Chemikalie Odmérené mnoZstvi
IM Tris-HCI (pH = 6,8) 0,6 ml
50 % (w/v) glycerol 5,0 ml
10 % (w/v) SDS 2,0 ml
B-merkaptoethanol 0,5 ml
1% (w/v) bromfenolova modf 1,0 ml
dH,O 0,9 ml

Tabulka 10: SloZeni 4% polyakrylamidového zavadéciho gelu

Chemikalie Odmérené mnoZstvi
Rotiphorese Gel 30 0,25 ml
pufr pro 4% zavadéci gel (viz Tab. 12, str. 40) 465 ul
dH,O 1,125 ml
10% persulfat amonny 25 ul
TEMED 7,5 ul
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Tabulka 11: SloZeni 15 % polyakrylamidového separacniho gelu

Chemikalie Odmétené mnoZstvi
Rotiphorese Gel 30 1,875 ml
pufr pro 15% separacni gel (viz Tab. 12) 0,95 ml
dH,O 0,875 ml
10% (w/v) persulfat amonny 25 ul
TEMED 10 pl

Tabulka 12: SloZeni pufri pro pripravu zavadéciho a separacniho gelu pro SDS elektroforézu

Pufr pro 4% zavadéci gel

Pufr pro 15% separacni gel

Chemikalie

Odmérené mnozstvi

Chemikalie

Odmérené mnozstvi

IM Tris-HCI (pH = 6,8)
10 % (w/v) SDS
dH,O

50 ml
4 ml
46 ml

2M Tris-HCI (pH = 8,8)
10 % (w/v) SDS
dH,O

75 ml
4 ml
46 ml

Tabulka 13: SloZeni 10xkoncentrovaného pufru pro SDS elektroforézu

Chemikalie Odmérené mnozstvi
Tris 30g
glycin 144 g
SDS 10g

Roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 1 1.

Tabulka 14: SloZeni barviciho roztoku pro vizualizaci proteini zachycenych na gelu po elektroforéze

Chemikalie | Odmérené mnozstvi
CBB G-250 80 mg
35 9% HCI 3 ml

Roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 1 1.

5.9 Znacéeni FOXO4-DBD pro PRE NMR experiment

K ptipravé vzorku pro provedeni NMR méteni paramagnetického zesileni relaxace

bylo nutné purifikovany protein kvantitativné chemicky modifikovat. FOXO4-DBD byl

exprimovan jako mutantni protein se zménou v jedné aminokyselin€ — threonin v poloze 134

byl substituovan cysteinem. Praveé v této poloze bylo zddouci oznacit protein organickym

radikalem 3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL (zkracen¢ IPSL) a vytvofit tak paramagneticky

systém. Magneticky dipolovy moment volného elektronu interaguje s magnetickymi
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dip6lovymi momenty NMR aktivnich jader a urychluje proces jejich relaxace pii méfeni
NMR experimentu. Chemicka reakce mezi cysteinem a IPSL probihé za vzniku thioetherové
vazby. V sekvenci FOXO4-DBD se jednd o jediny cystein, takze je zajisténo, ze nebudou
vznikat vedlejsi produkty. Thiolova funkcni skupina cysteinu se chova jako silny nukleofil

a slaba baze, s primarnim alkyljodidem bude podléhat substituc¢ni reakci probihajici Sy2

mechanismem®, viz reakéni schéma na Obr. 5.2.
o
|
(i-1)
"t
SH o NH
NH
+ __20eq1PSL + HI
(i-1) i+
R\é R( 1) DMSO
NH N\O- N—"O
o
Cystein IPSL

Obrazek 5.2 — Reakéni schéma chemické modifikace cysteinu radikalem 3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL
(vytvoteno v ACD/ChemSketch).

Priprava reakéni smési: Alikvoty roztoku proteinu byly rozmrazeny pii pokojové teploté
a roztok proteinu byl pfenesen do dialyzacni membrany. Pies noc byla provedena dialyza
proti 1 1 pufru A se sloZzenim uvedeném v Tabulce 15, str. 42. Nasledujici rano byl protein
dialyzovéan do Cerstvého dialyza¢niho pufru po dobu tfi hodin, aby doslo k dikladnému
odstranéni pfitomného DTT po gelové permeacni chromatografii. DTT totiz obsahuje dvé
thiolové funkéni skupiny, které mohou kompeti¢né reagovat v Si2 reakci s IPSL namisto
s cysteinem. Po dialyze byl fedénim ptipraven 3ml roztok proteinu o koncentraci 150 uM.
Z roztoku bylo odebrano 100 pl pro pozdé¢jsi analyzu hmotnostni spektrometrii. Bylo
navazeno 9,8 mg IPSL a rozpusténo v 1 ml DMSO. Z takto ptfipraveného 30 mM roztoku
IPSL v. DMSO bylo ptesunuto 330 pl do zkumavky s 2,9 ml 150 pM roztoku proteinu.
Eppendorfova zkumavka byla obalena do alobalu a pfesunuta do stinného mista. Reakce
probihala pii pokojové teploté, po 4 hodinach byla zkumavka s reakéni smési piesunuta do

lednice a ponechéna ptes noc pii 4 °C.
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Tabulka 15: SloZeni pufru A, 2x2 1

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI (pH = 7.5) 50 mM
NaCl 150 mM

Nasledujici rano byla provedena ultrafiltrace reakéni smési v centrifuze pti 1500xg
a teploté 4°C po dobu 4 minut. Ultrafiltrace bylo opakovana dokud nebylo dosazeno objemu
roztoku proteinu 1,5 ml. Byl pouzit koncentrator s membranou propustnou pro molekuly o
molekulové hmotnosti nizsi nez 10 kDa. Za ucelem piecisténi proteinu byla opakovana
gelovd permeacni chromatografie. Byla pouzita kolona HilLoad Superdex 75 Increase
10/300. Jako mobilni faze byl pouzit SOmM Tris pufr o pH 7,5 (slozeni viz Tabulka 15) o
priatoku 0,5 ml/min. Frakce byly jimany po 0,75 ml. Prib¢h chromatografie byl sledovan
méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance pti 280 nm v usti kolony. Frakce jimané
v oblasti absorp¢niho piku byly vzaty k SDS-PAGE analyze. 100 pl vzorku pted znacenim
IPSL a 100 pl vzorku po znaCeni a precisténi gelovou permeacni chromatografii bylo
poslano k analyze hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni analyza byla provedena za ticelem
ovéfeni kvantitativniho znaceni FOXO4-DBD proteinu 3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL

radikalem.

5.10 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni (jaderna) magnetickd rezonance (NMR) je fyzikalni jev, ktery je
zapfic¢inény slabym oscilujicim magnetickym polem piisobicim na jadra atomil s nenulovym
spinem vlozenych do silného konstantniho magnetického pole. Spektroskopie nukledrni
magnetické rezonance je metoda vyuzivajici tohoto jevu ke studiu sloZeni a struktury
molekul zkoumané latky. Nenulovy jaderny spin je vzdy asociovan s nenulovym celkovym
magnetickym momentem jadra, ktery je potfebny pro méfeni spektralnich pfechodti mezi
jadernymi spinovymi hladinami rozstépenymi vlivem vnéjsiho magnetického pole’.

Jadra s nenulovym spinem se pro potfeby NMR spektroskopie oznacuji jako ,,NMR
aktivni“. Mezi nejéastéji méfena NMR aktivni jadra patfi 'H, *C,'>N, méné &asto pak >'P
a 'F. Viechny vyse uvedena jadra maji spin % a v pfitomnosti magnetického pole o indukci
Bo jsou energetické hladiny takovych jader rozstépeny na dvé hladiny. Pfechod mezi t€émito
energetickymi stavy je dan rezonan¢ni podminkou, kterd odpovida frekvenci prfechodu podle

vztahu'’:
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v=1vyBo/2m (5.3)

kde vje rezonan¢ni frekvence daného jadra (fddové se pohybuje v MHz) a y je
gyromagneticky pomeér, ktery je pro dané jadro charakteristickou konstantou. Podle vyse
uvedeného vzorce by vSechna jadra jednoho izotopu v témze magnetickém poli rezonovala
pti stejné frekvenci. Ve skuteCnosti je vSak redlné magnetické pole piisobici na konkrétni
jadro v molekule zavislé na blizkém chemickém okoli daného jadra (dochézi ke stinéni
elektrony a tzv. spin-spinové interakci sousednich jader). Pouze jadra stejného izotopu a
soucasn¢ se stejnym chemickym okolim maji stejnou rezonanc¢ni frekvenci. Takova jadra
v NMR spektroskopii oznacujeme za chemicky ekvivalentni.

Pravé detaily elektronové struktury v okoli jednotlivych jader pfedurcuji vyuZziti
NMR ke zkoumani struktury molekul a vysvétluji bohaté podoby namétenych spekter. NMR
spektrum vyjadfujeme jako zavislost intenzity na chemickém posunu. Chemicky posun, 6,

je definovan vztahem:
§ ==+ 10° [ppm] (5.4)
0

kde v je rezonanéni frekvence daného jadra a vo je rezonancni frekvence referen¢niho jadra.

Pti feSeni proteinové struktury je nutné identifikovat chemické posuny métenych
jader hlavniho fetézce (kostry proteinu) a rozlisit je od chemickych posunti jader postrannich
fetézcti aminokyselin. Ke studiu interakce FOXO4-DBDss-211) a pS3-TAD(1-93) bylo vyuzito
standardniho 2D experimentu, ktery koreluje chemické posuny dvou typt jader (‘H a '°N).
Vzorek pro NMR méfeni obsahoval '°N znaceny p53-TAD v piitomnosti IPSL znaceného
FOXO04-DBD. Zaroven bylo pfi experimentu vyuzito jevu tzv. paramagnetického zesileni

relaxace (z angl. Paramagnetic Relaxation Enhancement, zkraceng PRE)’".

2D 'H-15N HSQC experiment: HSQC experiment (z angl. Heteronuclear Single Quantum
Correlation) poskytuje dvou dimenzionalni spektrum s jednou osou pro proton ('H) a druhou
osou pro heterojadro (tzn. jadro jiné neZ proton, v tomto piipadé '°N). Magnetické pole
excituje jadro vodiku a z n&j se magnetizace pienasi pomoci J-interakce zprosttedkované
elektrony na dusik a po prodlevé zase zpét na vodik. Na 2D spektru pfitom nalezneme pik

pro kazdy jedine¢ny proton vazany k heterojadru, zatimco ostatni nekorelované signaly jsou
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potlaceny. V proteinovém NMR je u kazdé peptidové vazby, s vyjimkou prolinu, pfipojen
amidovy vodik, ktery miize produkovat signal ve spektru. Kromé rezonanci pochézejici z
amidové kostry proteinu vSak signal déavaji také protony vazané na dusik u postrannich

fetézcli aminokyselin N, Q a W.

Paramagnetické zesileni relaxace: Nesparovany elektron u paramagnetickych molekul
dava vzniknout velkému magnetickému momentu molekuly, ktery ovliviiuje vlastnosti
méieného roztoku pii NMR. Zejména dochazi k rapidnimu urychleni relaxace excitovanych
jader v okoli paramagnetického centra. Jadra do urcité¢ vzdalenosti od paramagnetického
centra jsou pak v naméteném spektru neviditelné¢ (neposkytnou signal) nebo je intenzita
daného signalu mensi. Metoda PRE NMR dokaZze poskytnout strukturni informace do
vzdalenosti ptiblizné 15-24 A od paramagnetického centra’. Vedle metod NMR zaloZenych
na jaderném Overhauserovém efektu (zkracené NOE, z angl. Nuclear Overhauser effect),
které poskytuji strukturni informaci na vzdalenosti 6 A, tak metoda PRE NMR umoziiuje
studovat 1 slabsi interakce na vétsi vzdalenosti. PRE NMR metody se da vyuzit pti studiu
slabych vazebnych interakci proteind, a to i interakci takovych proteind, které jsou
prostorové nestrukturované a vysoce flexibilni, takze jejich vazebné rozhrani tvoii prevazné
piechodné kontakty’.

Jestlize do jednoho z interagujicich proteint je zavedena skrze cysteinovy postranni
fetézec mald organickd molekula snesparovanym elektronem, a oznaceny protein
(paramagneticky systém) je ponechan interagovat za fyziologickych podminek v roztoku
s druhym proteinem (kultivovanym v >N médiu), pro n&jz je naméieno klasické HSQC
spektrum, tak pak lze porovnat jednotlivé piky takto ziskaného spektra s HSQC spektrem
stejného vzorku, u né&jZ byl nesparovany elektron redukovan (diamagneticky systém).
Miuzeme tak pozorovat, které signdly v pfipad¢ prvniho spektra chybi nebo maji nizsi
intenzitu. Podle poklesu intenzit jednotlivych pikl pak lze usuzovat vzdalenosti jader od
paramagnetického centra a ziskat predstavu o tom, které aminokyselinové zbytky se podili
na interakci. V této praci bylo paramagnetické centrem lokalizovdno na 134C FOXO4-
DBDs6-211), tzn. na vazebném partneru N znaceného p53(i93), jehoz 'H-'’N HSQC
spektrum bylo méfeno. Nesparovany elektron miize byt redukovan kyselinou askorbovou,
ktera poskytuje elektron IPSL a oxiduje se na kyselinu dehydroaskorbovou, viz Obrdzek 5.3,
str. 45.
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kyselina askorbova kyselina dehydroaskorbova

Obrazek 5.3 — Redukovana a oxidovana forma Kkyseliny askorbové

5.10.1 P¥iprava vzorki

Pro NMR experimenty byl pfipraven vzorek obsahujici 150 uM IPSL znaleny
FOXO4 6211y (T134C) a 100 uM >N znageny p53(193). Vzhledem k naro¢nosti a cené
piipravy byl purifikovany >N znadeny p53(1.93) protein potiebny pro NMR experimenty
dodan Mgr. Klarou Kohoutovou (Katedra fyzikalni a makromolekularni chemie Pif UK).
K NMR méfeni byl pouzit 850 MHz spektrometr Bruker Avance III (Ustav organické
chemie a biochemie AV CR, v. v. i.). Byly provedeny dva 2D 'H-""N HSQC experimenty.
NMR méfeni probihaly pii 293 K. Ziskana spektra byla vyhodnocena v programu Sparky
3.115™,

Piiprava 1. vzorku: Do 5Smm NMR kvyety byl pfipraven roztok 150 pM IPSL znac¢eného
FOXO04s6-211) (T134C) s 100 uM 15N znacenym p53(i-93). SloZeni 1. vzorku je uvedeno
v Tabulce 16, str. 46. Slozeni pufru pouzitého k ptipravé obou vzorkii pro NMR métenti je

uvedeno v Tabulce 17, str. 46.

Piiprava 2. vzorku: K piipravé vzorku pro 2. NMR meéfeni bylo nutné kvantitativné
redukovat nesparovany elektron na pfipraveném paramagnetickém = systému
3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL FOXO4-DBD. Jako redukéni €inidlo byla pouzita kyselina
askorbova. Do kyvety s 1. vzorkem byl pfidan 1 pl 1M askorbové kyseliny (pH = 7,4) a po
30 minutové inkubaci bylo naméfeno 2. HSQC spektrum. Slozeni 2. vzorku je uvedeno

v Tabulce 18, str. 46.
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Tabulka 16: SloZeni 1. vzorku pro NMR méieni

Roztok Odmeérené mnoZstvi
236 uM N p53(1.93 233 ul
402 uM TIPSL-FOXO4s6-211) 205 ul
pufr pro NMR experiment (viz Tab. 17) 57 ul
D,O 55 ul

Tabulka 17: Pufr pro NMR experiment

Chemikalie Vysledna koncentrace
1 M Tris-HCI (pH = 7,4) 25 mM
NaCl 150 mM

Tabulka 18: SloZeni 2. vzorku pro NMR méieni

Roztok Odmeérené mnoZstvi
1. vzorek (viz Tab. 16) 550 pl
1 M kyselina askorbova (pH upraveno na 7,4) 1 ul
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6 Vysledky

6.1 Exprese FOX0O4-DBD

Exprese FOX04-DBD byla provedena v bakteriich E. Coli, kmen BL21(DE3).
Buiiky byly péstovany v 2 litrech LB média po dobu 17 hodin pti 20 °C. FOXO4-DBD byl
exprimovan jako fuzni protein s 6 histidinovymi zbytky na N-konci nasledovanymi
trombinovym $t€pnym mistem (6xHis FOX0O4-DBD). Buné¢né kultury byly sedimentovany
na centrifuze pfi 4 °C a 2073xg. Sedimenty bunétné kultury byly resuspendovany
v dohromady 60 ml lyza¢niho pufru. Nasledovala lyze bunék piisobenim lysozymu a cyklt

ultrazvukovych pulsi o vykonu 55 wattii po dobu 15 minut.

6.2 Purifikace FOX0O4-DBD

V nésledujicich oddilech budou prezentovany vysledky hlavnich purifikacnich kroka
provedenych za tucelem izolace FOXO4-DBD zproteomu ziskaného po lyzi bunck.
Purifikace byla zahajena niklovou chelatacni chromatografii, nasledovand Stépenim
histidinové kotvy a dialyzou. Dal$im krokem byla kationtové vyménna chromatografie

a proces purifikace byl zakoncen gelovou permeacéni chromatografii.

6.2.1 Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie byla provedena na koloné s 5 ml Chelating
Sepharose. Eluce proteinu byla zajisténa nadbytkem imidazolu. Bylo jiméno 7 frakci po 1,5
ml. Frakce byly analyzovany metodou SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu.
Obarveny gel po elektroforéze je ukazan na Obrdzku 6.1, str. 48. Vysledek SDS-PAGE
vypovidd o znatné specifit¢ niklové chelatacni chromatografie, nebot” byl ziskan
6xHis FOXO4-DBD o relativné vysoké Ccistoté. Pro pozdgjsi znaceni radikalem
3-(2-lodoacetamido)-PROXYL a provedeni NMR experimentu je Zadouci Cistota vysSi.
Necistoty, které jsou pfitomny v disledku nespecifickych interakci (napft. elektrostatické
interakce) proteini obsazenych v lyzatu se staciondrni fazi, je proto tfeba odstranit dalSimi

purifikaénimi kroky.
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Obriazek 6.1 — Gel ziskany metodou SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu s frakcemi jimanymi
po Niklové chelatac¢ni chromatografii. Prvni draha gelu (M) nélezi standardu molekulovych hmotnosti
ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth). Dréhy F1-F7 piislusi jimanym frakcim. Do dréhy oznaéené pismenem
P byl pipetovan vzorek zfedéné bunééné frakce a do drahy S vzorek supernatantu bunééného lyzatu.

6.2.2 Dialyza a Stépeni trombinem

Frakce F1-F7 byly slouceny a byla provedena dialyza. Byla pouzita dialyza¢ni
membrana nepropustnd pro molekuly vétsi nez 6-8 kDa. Métenim absorbance pii 280 nm
byl stanoven vytézek fizniho proteinu v roztoku proteinu 6xHis-FOXO4-DBD na 25 mg.
Na Sstépeni fuzniho proteinu bylo pouzito 250 U trombinu. Metodou SDS-PAGE bylo
ovéteno kvantitativni odStépent histidinoveé kotvy (Obrdzek 6.2). Z obarveného gelu je vidét,
ze pas FOXO4-DBD po stépeni je posunuty k niz§im molekulovym hmotnostem, coz
odpovida ztraté histidinové kotvy (hmotnostni rozdil fuzniho proteinu a Stépené¢ho proteinu
¢ini pfiblizné 0,8 kDa).

M  FP 8P

25 kDa — " . ——
20 kDa—"

17 kDa—"
11k0a s . TP

Obrazek 6.2 — Gel ziskany metodou SDS-PAGE na 15 % polyakrylamidovém gelu dokazujici
kvantitativni odStépeni Histidinové afinitni kotvy. Prvni drdha gelu (M) nalezi standardu molekulovych
hmotnosti ROTI®*Mark TRICOLOR (Carl Roth). Do dréhy oznacené FP (fuzni protein) byl pipetovan vzorek
vzaty z dialyzy pied §tépenim a do drahy oznagené SP (§tdpeny protein) vzorek z dialyzaéni membrany po

probehlé dialyze a po Sté€peni trombinem.
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6.2.3 Kationtové vyménna chromatografie

Kationtové vyménna chromatografie byla provedena za ti¢elem zbavit se vétSiny
nezédoucich proteintl, napf. trombinu. Eluce byla provedena gradientem soli. Frakce byly
jiméany do mikrotitracni desticky po 1 ml. Ziskany chromatogram je znazornén na Obr. 6.3.
Metodou SDS-PAGE byla ovétfena ptritomnost a Cistota FOXO4-DBD frakci B2-B8 (viz
Obr. 6.4). K dalsimu purifikaénimu kroku byly vzaty vSechny analyzované frakce (B2-B8),

které byly po sjednoceni ultrafiltraci koncentrovany na objem 1,5 ml.

Azso [mAU]
gradient pufru F

— Ny

Column Wash Elution Column Wash

Vmi]

Obrazek 6.3 — Chromatogram pii kationtové vyménné chromatografii: Zavislost absorbance pti 280 nm,
méfené v usti kolony, na eluénim objemu (modra kiivka) a gradient elu¢niho pufru v prib&hu chromatografie
(oranzova piimka). Jednotlivé frakce byly jimany po 1 ml a jsou vyznaceny na ose elu¢niho objemu. Z frakci
B2-B8§ bylo odebrano vzdy 10 pul k SDS-PAGE analyze.

75 kDa B2 B3 B4 BS B6 B7 B8

M
\ - =
63 kDa > -
35 kDa—» v

25kDa —> o .
20 kDa —*
17 kDa—*>

11kDa—» -..m- FOX04-DBD

Obriazek 6.4 — Gel ziskany metodou SDS-PAGE na 15 % polyakrylamidovém gelu s frakcemi jimanymi
po kationtové vyménné chromatografii. Prvni drdha gelu (M) nélezi standardu molekulovych hmotnosti
ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth). Drahy B2-B8 ptislusi jimanym frakcim.
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6.2.4 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeaéni chromatografie byla provedena na koloné HiLoad™ 26/600
Superdex™ 75 pg srychlosti priitoku mobilni faze 2 ml/min. Frakce byly jiméany do
mikrotitra¢ni desticky po 1,5 ml. Zaznam eluce je zndzornén chromatogramem na Obr. 6.5.
Vysledek separacniho procesu byl ovéfen metodou SDS-PAGE (viz Obr. 6.6, str. 51).
Obrazek gelu vypovidd o dosazeni pozadované Cistoty proteinu. Pocinaje frakci D10 se
objevuje 1 druhy péas, ktery pravdépodobné predstavuje degradované FOXO4-DBD
s n¢kolika chybéjici aminokyselinami na C-konci. Slouceny proto byly pouze frakce
D4-D12. Frakce D4-D12 byly sjednoceny, byla zmétena absorbance roztoku proteinu pii
280 nm a vypocten vytézek purifikace. Purifikatnim sledem kroka bylo ziskdno 5,6 mg

FOXO04-DBD. Protein byl skladovén pti —80 °C.

Azso [mMAU]

> = - = e
0 50 100 150 00

V[mi]
Obrazek 6.5 — Chromatogram pii gelové permeac¢ni chromatografii: Zavislost absorbance pii 280 nm,

métené v usti kolony, na elu¢nim objemu (modra ktivka). K analyze SDS-PAGE metodou byly vzaty vzorky
z frakci D4-D6, D8, D10-D12 a E1-E2 (vzhledem k symetri¢nosti piku nebyly analyzovany frakce D7 a D9).

odpadnuti n¢kolika aminokyselin na C-konci fetézce.
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Obrizek 6.6 — Gel ziskany metodou SDS-PAGE na 15 % polyakrylamidovém gelu s frakcemi jimanymi
po gelové permeacni chromatografii. Prvni drdha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti
ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth). Drahy D4-E2 pfislusi jimanym frakcim.

6.3 Znaceni FOXO04-DBD radikalem 3-(2-lodoacetamido)-PROXYL

Byla ptipravena reakéni smés s 150 pM FOXO4s6-211) (T134C) a 3 mM radikalem
3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL (pouzito 20 molarnich ekvivalent(). Reakce probihala bez
pristupu svétla pti 4 °C po dobu 15 hodin, ale indukce reakce byla provedena pii pokojové
teploté po dobu 4 hodin. Nésledovala filtrace reak¢ni smési a koncentrovani roztoku proteinu
na 1,5 ml. Na kolon¢ HiLoad Superdex 75 Increase 10/300 byla provedena gelova permeacni
chromatografie za pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. Frakce byly jimany po 0,75 ml. Priib&h
chromatografie je zaznamenan na Obr. 6.7, str. 52. Ze ziskaného gelu metodou SDS-PAGE
(viz Obr. 6.8, str. 52) je u eluovanych frakci 9 a 10 vidét blizko 35 kDa pruh necistot. Protoze
by bylo nezadouci provadét NMR méfteni s velkym znecisténim, tak byly pro dalsi pouziti
sjednoceny pouze frakce 10-13. Vysledek analyzy hmotnostni spektrometrii je zndzornén
dvéma hmoznostnimi spektry na Obr. 6.9, str. 53. Hmotnostni analyza byla provedena
RNDr. Petrem Pompachem Ph.D. metodou MALDI-TOF (z angl. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization). U hmotnostniho spektra nezna¢eného proteinu (na Obr. 6.9 nahote)
pfislusi piku intaktniho (celého) FOXO4-DBD pseudomolekulového iontu vaha ptiblizné
14 821 Da. Piky u nizSich hodnot m/z ptislusi degradacnim produktim FOXO4-DBD
proteinu. Neznaceny pik s nejvyssi hodnotou m/z je pravdépodobné necistota, viditelna
taktéz na elektroforetickém gelu blizko 35 kDa. U spektra zna¢eného proteinu (na Obr. 6.9

dole) jsou piky analogickych fragmentl posunuty k vyssim hodnotdm m/z (pomér hmotnosti
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a naboje fragmentu). Vysledek potvrzuje 100% chemickou modifikaci FOX0O4-DBD
radikélem 3-(2-lodoacetamido)-PROXYL.

1200 1280

Aozso [MAU]

Vmi

Obrazek 6.7 — Chromatogram pii gelové permeacni chromatografii po labelovani proteinu radikilem
3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL: Zavislost absorbance pii 280 nm, méfené v Usti kolony, na elu¢nim objemu
(modra ktivka). K analyze SDS-PAGE metodou byly vzaty vzorky z jimanych frakei 9-14.

M 9 10 M 12 13 14

75kDa __,
60 kDa

45 kDa —*»
35kDa —»

25kDa

17 kDa —» ‘ 3-(2-lodoacetamido)-PROXYL FOX04-DBD

11 kDa —»

Obrizek 6.8 — Gel ziskany metodou SDS-PAGE na 15 % polyakrylamidovém gelu s frakcemi jimanymi
po 2. gelové permeacni chromatografii. Prvni drdha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti
ROTI®Mark TRICOLOR XTRA (Carl Roth). Drahy 9-14 piislusi jimanym frakcim.
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Obriazek 6.9 — Hmotnostni spektrum ziskané metodou MALDI-TOF: hmotnostni spektrum vzorku
FOXO04-DBD pied chemickou modifikaci IPSL (nahofe) a hmotnostni spektrum vzorku FOX04-DBD po
zna&eni IPSL (dole). Sipky znézoriiuji posun k vy$§im hodnotdm m/z sobé odpovidajicich piki nezna¢eného a
znaceného proteinu.

6.4 Studium interakce p53-TAD a FOX04-DBD pomoci NMR

Bylo pfipraveno 550 pl vzorku se 150 uM IPSL zna¢enym FOXO4ss-211) (T134C)
a 100 uM >N znacenym p53(1-93) v 10 % (v/v) D20 a v pufru obsahujicim 25 mM Tris-HCI
(pH = 7,4) a 150 mM NaCl. S takto pfipravenym vzorkem bylo naméieno 'H-'>N HSQC
spektrum pii 293 K. Ziskané spektrum bylo ovlivnéno jevem paramagnetického zesileni
relaxace, nebot’ FOXO4s6-211) byl znafeny IPSL volnym radikalem. Ke stejnému vzorku
byl piidan 1 ul 1 M askorbové kyseliny za u¢elem redukce volného radikalu a 'H-'"N HSQC
spektrum bylo naméfeno znovu. Superimpozice naméfenych spekter je zndzorné€na na
Obr. 6.10, str. 54. Ze superimpozice spekter je patrny pokles intenzity napiiklad u
aminokyselin S20 a T55. Vyhodnoceni zmén v relaxaci NMR aktivnich jader znaeného
proteinu bylo provedeno porovnanim intenzit pikti ziskanych pfi prvnim a druhém méfeni.
Zmény v intenzitach piki pfifazenych aminokyselin p53(1.93) proteinu vyjadiuje Obr. 6.11,
str. 54.

53



G659
LT
= L110
T8 [ ] # ‘
59 53 s90] o
I\ s, 115
w0
[}
5 L |
2 E28 | Nr.' “pag W23 100 pM p53(1.93 v piitomnosti 150puM FOXO4ze211)
= [ Dﬁ.”“}v'” Va1 K24 modifikovaného paramagnetickym radikalem IPSL
F o o, Solo 8" | 120
- £6a._ gRts 120® 100 UM p53(1.93) v piitomnosti 150pM FOXO4ze.211)
~ N gf’ R modifikovaného diamagnetickym redukovanym
ar L3 g1 radikalem IPSL
m'?i"w;m.,._ o
o, SN 125
AB6. wo
' At
it *0 w3
Asy?
. 74 ot
o ’ H130
10 9 8 7

W, - 'H (ppm)
Obrizek 6.10 — Superimpozice 'H-'>N HSQC spektra I. a Il. NMR méfeni. Spektrum koreluje chemicky
posun 'H (osa x) a >N (osa y) vazanych atomil proteinu p531-03).

p53 sekvence

Obrizek 6.11 — A Stuhovy model struktury FOXO4 9211y v roztoku. Cervené je zvyraznén threonin v poloze
134, ktery byl nahrazen cysteinem a chemicky modifikovan IPSL. Prvky sekundarni struktury jsou oznaceny
H1-H4 (o-helixy), S2-S3 (B-listy) a W1-W2 (,kiidla® typické pro FOX proteiny). B Poméry intenzit piki
piifazenych aminokyselin >N znadeného p53..93 naméfenych pfi prvnim méfeni (s paramagnetickym
FOXO4s6-211)) a druhém méteni (s diamagnetickym FOXO4gs-211y). Aminokyseliny, kterym v HSQC spektru
chybi pfifazeni jsou reprezentovany ¢ervenym sloupeckem.
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7 Diskuze

Cilem této prace bylo charakterizovat vazebné rozhrani komplexu transkripénich
faktorit FOXO04 a p53. Proteiny p53 i FOXO4 o plné délce jsou v roztoku nestabilni a jejich
komplex nelze vykrystalizovat. FOXO4 je totiz kromé DNA-vazebné domény tvoreny
nestrukturovanymi oblastmi. RovnéZz p53 ma nestrukturované segmenty — a to i N-koncovou
transaktivacni doménu (TAD), kterd je pfitom podle literatury nezbytnd pro interakci
s FOXO4. Protein-proteinovd interakce p53 s FOXO4 je dana zejména slabymi
nekovalentnimi vazbami vysoce flexibilni TAD domény p53 s FOXO4-DBD.

Ke studiu nekovalentni interakce proteinti v roztoku, za podminek blizkych
prirozenému fyziologickému prostiedi, byla vyuzita spektroskopie nuklearni magnetické
rezonance. PRE NMR metoda, zalozena na jevu paramagnetického zesileni rezonance
umoznuje studovat pravé slabé prechodné interakce mezi proteiny na pomérné velké
vzdalenosti (< 24 A).

Studium vazebného rozhrani mezi vys$e uvedenymi transkripcnimi faktory byla v této
praci omezena na jeden zkraceny konstrukt obou proteint. V ptipadé FOXO4 byl pouzit
konstrukt o sekvenci aminokyselin 86-211, odpovidajici DNA-vazebné doméné¢ FOXO4
proteinu. V piipad¢ p53 byl pouZit konstrukt o sekvenci aminokyselin 1-93, ktery odpovida
N-koncové transaktivacni doméné a zahrnuje také doménu bohatou na prolin.

Piiprava N znadeného p53(1.93) nebyla vzhledem k naroc¢nosti a cend piipravy
soucasti této prace. FOXO4s6-211) byl exprimovan v buiikéch E. coli a nasledné purifikovan.
Sledem purifika¢nich krokli — niklové chelata¢ni chromatografie, dialyzy a odStépeni
histidinové kotvy, kationtové-vyménné chromatografie a gelové permeacni chromatografie
bylo pfipraveno piiblizné 5,6 mg proteinu. VytéZzek byl pro provedeni experimentu
dostate¢ny. Po provedeni gelové permeacni chromatografie byl na kontrolnim gelu ziskaném
metodou SDS-PAGE u n¢kolika frakei viditelny pruh necistot o trochu niz§i molekulové
hmotnosti nezZ FOX0O4-DBD. Velmi pravdépodobné se jednd o FOX0O4-DBD degrada¢ni
produkty, kterym chybi n€kolik aminokyselin na C-konci. I kdyz frakce s velkym podilem
degradovaného FOX04-DBD nebyly pro znaceni IPSL a provedeni NMR méteni pouZity,
tak se jich uplné zbavit nepodafilo. Neocekéavalo se, ze by degradac¢ni produkty mély
interferovat s méfenim, takze ziskana Cistota byla dostatecna.

Vysledek chemické modifikace znadeni FOXO4 3-(2-iodoacetamido)-PROXYL
radikdlem byl monitorovdn porovnanim hmotnostnich spekter vzorkli pfed a po znaceni
IPSL metodou MALDI-TOF. Vysledek potvrdil 100% znaceni IPSL a ukézal vyskyt nové
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necistoty, viditelné i na gelu ziskaném metodou SDS-PAGE s frakcemi eluovanymi po 2.
gelové permeacéni chromatografii, provedené za ucelem precisténi po chemické modifikaci
IPSL. Cistota pro provedeni NMR méieni byla postadujici.

Bylo naméfeno 'H-'>N HSQC spektrum vzorku "N znageného p53(1-903-TAD v
pfitomnosti FOXO46-211)-DBD proteinu modifikovaného paramagnetickym radikalem
IPSL (méfeni 1), a v pfitomnosti FOXO4ss211-DBD proteinu  modifikovaného
diamagnetickym redukovanym radikalem IPSL (méieni II.). Paramagnetické centrum bylo
lokalizovéno na 134C, ktery se nachazi na C-koncové oblasti a-helixu H2 FOX04-DBD.
Superimpozici ziskanych spekter byl pozorovan pokles intenzit p53 rezidui zejména
v oblasti TADI (residua 20-26) a TAD2 (residua 50-58). Vysledky této prace proto ukazuji,
ze C-koncova oblast a-helixu H2 proteinu forkhead domény FOXO4s6-211) interaguje hlavné
s residui 20-26 a 50-58 transaktivacni domény p53. Blizsi charakterizovani vazebného
rozhrani komplexu p53 a FOXO4 transkripcnich faktori mize slouzit jako voditko
k vyvinuti takové nizkomolekularni latky, kterd by dokazala cilené rozrusit jejich interakei.
Vzhledem k biologické dulezitosti interakce mezi témito transkripénimi faktory v regulaci
bunééné senescence by takova latka mohla pifedstavovat dullezity nalez pro terapii

onemocnéni podminénych starym vékem.
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8 Zavér

e Byla piipravena DNA-vazebnd doména lidského transkripéniho faktoru FOXO4
(FOXO04-DBDs6-211)) ve vytézku 5,6 mg a dostatecné Cistoté.

e FOXO4-DBDs-211) byl kvantitativné  chemicky modifikovan radikélem
3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL v poloze C134.

e Bylo naméieno 'H-""’N HSQC spektrum '°N znaéeného p53-TADq1-93) v pfitomnosti
FOXO04-DBDs6-211) modifikovaného:
a) Paramagnetickym radikélem 3-(2-lodoacetamido)-PROXYL (méfeni I.)
b) Diamagnetickym redukovanym radikdlem 3-(2-Iodoacetamido)-PROXYL

(méfeni II.)
e NMR metodou paramagnetického zesileni relaxace bylo zjisténo, Ze u komplexu

FOX04-DBDss-211) s p5S3-TAD1.93) interaguje C-koncova oblast helixu H2 forkhead
domény FOXO4 s residui 20-26 a 50-58 N-koncové transaktivacni domény p53.
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