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ABSTRAKT

Forkhead transkripcni faktor FOXO4 se podili na kontrole fady bunécnych dé&ju,
jako jsou napf. metabolismus, bunécny cyklus, apoptoéza, oprava poskozené DNA ¢i
ochrana vi¢i oxidativnimu stresu. Krystalova struktura DNA-vazebné domény tohoto
proteinu s navazanou DNA ukazala, ze FOXO4 interaguje s DNA podobné jako jiné
forkhead proteiny. DNA-vazebny povrch je tvofen zejména helixem H3, ktery se vaze do
velkého zlabku molekuly DNA, a dile N-koncovym segmentem a flexibilnimi ohyby na C-
konci domény. Nicméné fada otazek, zejména ohledné¢ mechanismu regulace specifi¢nosti
pfi rozpoznavani DNA a tlohy jednotlivych ¢asti domény v tomto procesu, ziistava stale
nejasna. V ramci této diplomové prace byla studovana interakce DNA-vazebné domény
FOXO4 sDNA o riznych sekvencich. Tento protein a fada jeho mutantd byla
exprimovana a purifikovana a interakce s DNA byly studovany pomoci metod
fluorescencni spektroskopie a resonance povrchového plasmonu. Vysledky téchto
experimentl ukézaly, ze nukleotidova sekvence na 5’ konci od hlavniho vazebného motivu
ovliviiuje stabilitu komplexu DNA-vazebné domény FOXO4:DNA. Dale se podafrilo
objasnit vyznam jednotlivych aminokyselin FOXO4, které se podileji na vazbé na DNA,

na stabilité vysledného komplexu.



ABSTRACT

Forkhead transcription factor FOXO4 is involved in a wide range of processes
including metabolism control, cell cycle regulation, apoptosis, DNA repair or oxidative
stress resistance. The crystal structure of FOX04 DNA-binding domain bound to the target
DNA revealed that FOXO4 interacts with DNA in the same manner as other forkhead
proteins. The DNA-binding interface consists of helix H3, which binds to the major groove
of DNA, the N-terminal segment and flexible loops located at the C-terminus of forkhead
domain. However, many questions concerning the regulation of DNA-binding specificity
and the role of different parts of forkhead domain in this process remain elusive. In this
diploma thesis, the interactions between the DNA-binding domain of FOXO4 and DNA
with various sequences were studied. The DNA-binding domain of FOXO4 and its mutants
were expressed and purified and their DNA-binding properties were studied using
fluorescence spectroscopy techniques and surface plasmon resonance. Results of these
experiments revealed that the nucleotide sequence at the 5’ end of the consensus binding
motif affects the stability of the complex between the DNA-binding domain of FOXO4
and DNA. In addition, the importance of individual amino acid residues of FOXO4 that are
involved in DNA binding for the stability of the FOXO4:DNA complex was clarified.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS peroxodisiran amonny

CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CDK2 cyklin-dependentni kinasa 2

cGK1 cGMP-dependentni kinasa 1

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

DBD DNA-vazebna doména (z angl. DNA-
binding domain)

dsDNA dvojvlaknova DNA (z angl. double-stranded
DNA)

DTT 1,4-dithiotreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

Flc fluorescein

IGF1 insulinu podobny ristovy faktor 1 (z angl.

insulin-like growth factor 1)
IGFBP1 insulinu podobny ristovy faktor vazajici
protein 1 (z angl. insulin-like growth factor-

binding protein 1)

IPTG isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
LB Luria-Bertani

MRNA messenger RNA

MST1 sav¢i Ste20 podobna kinasa 1 (z angl.

mammalian Ste20-like kinase 1)

NES jaderna exportni sekvence (z angl. nuclear
export sequence)

NLS jaderny lokaliza¢ni signal (z angl. nuclear
localization signal)

PAGE elektroforéza v poly(aktrylamid)ovém gelu

PCR polymerasova fetézova reakce (z angl.

polymerase chain reaction)
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TEMED
Tris
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1 UvoD

Protein FOXO4 je transkripéni aktivator z podskupiny ,,O* forkhead transkripénich
faktort (FOXO). Transkripéni faktory jsou proteiny, které se ucastni transkripce a
ovlivituji miru exprese gend.

Forkhead proteiny byly poprvé identifikovany v roce 1988 v raném stadiu embryi
Drosophila melanogaster a 0 dva roky pozdg¢ji byly tyto proteiny
definovéany jako nova skupina transkripcnich faktort . Své jméno
forkhead transkripéni faktory dostaly na zdkladé vlivu mutace ve forkhead genu na
kone¢ny embryonalni vyvoj u Drosophila melanogaster — forkhead = vidlickova hlava

. Nyni jiz zndme vice nez sto zastupcl transkripcnich faktort
skupiny forkhead rozdélenych do 17 podskupin, které byly nalezeny ve vSech zivocisnych
druzich od kvasinek po ¢loveka, pricemz skupina lidskych forkhead proteinti ma 43 dosud
identifikovanych ¢lend.

Forkhead transkripéni faktory maji Siroky biologicky vyznam, hraji ustfedni roli
v mnoha rozlicnych bunéénych pochodech, jako je diferenciace, proliferace, kontrola

metabolismu, apoptdza, odolavani stresu a tumorogeneze

Podskupina ,,0 forkhead transkripénich faktort ma ¢tyfi ¢leny, jsou to FOXOI,
FOXO03, FOX04 a FOX0O6. FOXO proteiny maji zdsadni vyznam pfti regulaci Zivotniho
cyklu bunék, ucastni se procest jako je bunéfna proliferace, bunény metabolismus,
apoptoza, oprava poskozené DNA a obrana vic¢i stresu . Plisobeni FOXO
faktori byva také spojovano s dlouhovékosti, vliv FOXO proteinli na délku Zivota byl
prokazan u modelového organismu Caenorhabditis elegans

Vsechny forkhead transkripcni faktory obsahuji charakteristicky evolu¢né
konzervovany DNA-vazebny motiv, zndmy jako forkhead doména, ktery je tvofen
sekvenci pfiblizné 110 aminokyselin . Skrze tuto DNA-vazebnou
doménu se forkhead proteiny vazi na specifickou sekvenci v molekule DNA. Hlavni
vazebny motiv, ktery rozpoznavaji vSechny forkhead proteiny, je 5'-(A/C)AA(C/T)A-3’

. OvSem mechanismus jakym rtizné podskupiny forkhead proteinti
rozpoznavaji rozdilné DNA sekvence prilehlé k hlavnimu vazebnému motivu je stale

nejasny. Experimenty provedené v ramci této diplomové prace a také SirSiho projektu
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laboratote byly zaméfeny na objasfiovani zminéného mechanismu. Pro studium byl vybran
¢len podskupiny ,,0“ FOXO4, piesnéji pouze jeho DNA-vazebna doména.

Pro predstavu, jak by DNA-vazebna doména proteinu FOXO4 vypadala,
kdybychom se na ni mohli podivat, slouzi obr. 2.2, na kterém je stereo zobrazeni této

molekuly, které nam umoziuje vytvofeni iluze trojrozmérného prostoru.

Obr. 2.2 Stereo zobrazeni povrchu DNA-vazebné domény FOXO04 (\Weigelt et al., 2001).

(a) ,,Cross-eyed“ zobrazeni. (b) ,,Wall-eyed“ zobrazeni. Tmavé zelenou barvou je
reprezentovana nejvice konzervovana ¢ast molekuly. Tento obrazek byl vytvofen pomoci

programu PyMOL verze 0.99rc6 (http://www.pymol.org).

11
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Transkripce a jeji regulace transkripénimi faktory

Transkripce je biologicky déj probihajici u eukaryot v jadie buiiky, je to prvni krok

tzv. exprese genu, pii které jsou na zaklad¢é genetické informace syntetizovany proteiny.
Pii transkripci dochazi k postupnému rozplétani dvojvlaknové molekuly DNA, pii¢emz
jedno vldkno, tzv. templat, je pouzito jako Sablona pro syntézu vlakna RNA, které je pak
komplementarni k DNA templatu. EXistuji tfi hlavni typy RNA — mRNA (messenger
RNA), tRNA (transferovd RNA) a rRNA (ribosomalni RNA), ovSem pouze mRNA
specifikuje aminokyselinovou sekvenci pfislusného proteinu. tRNA jsou molekuly, které
pfi translaci pfipojuji specifické aminokyseliny na rostouci polypeptidovy fetézec. rRNA je
druh RNA, ktery spolu s ur¢itymi proteiny tvoii strukturu ribosomt, na kterych dochazi
k translaci.
Kli¢ovym enzymem transkripéniho procesu je RNA polymerasa. U eukaryotickych bun¢k
existuje vice typi RNA polymerasy, pficemz DNA kodujici proteiny piepisuje RNA
sekvence, ktera urCuje misto zapoceti transkripce — a za ucasti TATA-box vazebného
proteinu a obecnych transkripénich faktori otevie DNA duplex. Poté RNA polymerasa 11
katalyzuje  vznik  prvni  fosfodiesterové vazby mezi dvéma  inicianimi
ribonukleotidtrifosfaty, z nichz je tvofen fetézec molekuly RNA. Béhem elongaéni faze
RNA polymerasa II postupuje po templatovém vldku DNA od 3" konce k 5° konci,
postupné otevira DNA duplex a pfipojuje ribonukleotidtrifosfaty na rostouci RNA, ¢imz
vznika nascentni pre-mRNA, ktera musi projit nékolika modifikacemi (RNA processing),
jez vedou ke vzniku funkéni mRNA. Kdyz RNA polymerasa Il narazi na specifickou
terminacni sekvenci, uvolni kompletni pre-mRNA, a poté sama disociuje od DNA. Tento
proces se nazyva terminacni faze transkripce.

Vzhledem Kk tomu, Ze je nezadouci, aby Vv bunkach piedev§im mnohobunécnych
organismi, byly veskeré geny piepisovany na mRNA a nasledné syntetizovany proteiny, je

transkripce velmi pfisné regulovana. Jednim z mechanismi regulace transkripce u eukaryot
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je vazba transkripénich faktori na specifické sekvence DNA. Existuje skupina tzv.
obecnych transkripénich faktord, které se vazi na oblast promotoru a interaguji s RNA
polymerasou Il, a tato jejich vazba je nezbytna pro zapodceti transkripce vSech gent. Dale
existuji rtizné skupiny transkripénich faktorii, které reguluji transkripci (aktivuji ji ¢i
inhibuji) pouze urcité skupiny gent. Vazi se na specifickou DNA sekvenci, hlavni vazebny
motiv, ktera je Casto vzdalena od genu, jehoz transkripci reguluji. Jednou z takovychto
skupin jsou i tzv. forkhead transkripéni faktory.

Vsechny transkripéni faktory maji Ctyfi zdkladni casti, jsou to DNA-vazebna
doména (DBD), aktivaéni doména, jaderny lokalizacni signal a regulacni elementy.
Transkripéni faktor se vaze skrze svou DBD na specifickou sekvenci DNA a skrze
aktiva¢ni doménu interaguje s RNA polymerasou II a moduluje jeji funkci, jak znazoriuje
obr. 2.1. Jaderny lokaliza¢ni signal zajistuje transport transkripéniho faktoru do jadra
bunky, kde probiha transkripce a kde tedy mize zastat svou funkci. Regulac¢ni elementy

slouzi k regulaci funkce transkripéniho faktoru.

TATA box

Obr. 2.1 Znazornéni pusobni transkripénich faktor. Pred zapodetim transkripce je nutna

vazba TATA box-vaziciho proteinu na specifickou sekvenci DNA znamou jako TATA
box, vazba tohoto proteinu zplisobi vyznamny ohyb DNA. Nasleduje vazba nékolika

obecnych transkripénich faktori a RNA polymerasy II, které spolu tvofi transkripéni

.....

dalsi ¢asti s RNA polymerasou Il, mohou aktivovat ¢i inhibovat transkripci specifickych

gentll
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2.2 Forkhead transkrip¢ni faktory

Forkhead geny byly poprvé objeveny v embryich Drosophila melanogaster. Jsou to
oblastné specifické homeotické geny, jejichz mutace v Drosophila melanogaster vede
k nespravné kone¢né stavbé embrya . Tyto forkhead geny koduji

forkhead proteiny, které pasobi v jadrech bunék jako transkripéni faktory

Forkhead proteiny jsou strukturné podobné transkripéni aktivatory, které byly
identifikovany v celé skale druhii od kvasinek az po ¢loveka

Forkhead transkripéni faktory obsahuji charakteristicky DNA-vazebny, motiv
tvoreny piiblizné 110 aminokyselin dlouhou sekvenci, zvany forkhead doména

a tvofi samostatnou skupinu uvnitf nadrodiny tzv. ,,okfidlenych helikalnich

proteind*“ (z angl. winged-helix proteins). Aminokyselinova sekvence forkhead domény,
sestavajici se ze tfi a-helixd (H1, H2 a H3), tii B-vlaken (S1, S2 a S3) a dvou flexibilnich
ohybu tvarem piipominajicich motyli kiidla (W1 a W2), je vysoce konzervovana napfti¢
zivocisnymi druhy

Forkhead transkripéni faktory hraji zasadni roli v mnoha riznych bunéénych
pochodech, uplatiiuji se predevsim pfi kontrole metabolismu bunck, v bunééném vyvoji,

proliferaci, diferenciaci, apoptoéze, odolnosti vici stresu a tumorogenezi

V soucasnosti jiZ bylo identifikovano vice nez sto riznych forkhead transkrip¢nich
faktort, které byly rozfazeny do 17 podskupin znacenych pismeny A az Q. Zda se, ze
b&hem evoluce pocet forkhead gent rostl, v obratlovcich bylo identifikovano vice riznych
gent ze skupiny forkhead nez u bezobratlych. A skupina lidskych forkhead gent obsahuje
nejméng 43 ¢lentd

Forkhead transkripéni faktory se také oznacuji Fox (forkhead box) faktory.
Jednotlivé Fox proteiny jsou rozfazeny do podskupin na zdkladé fylogenetické analyzy a
tyto podskupiny jsou oznaleny pismeny, jednotlivé c¢leny téchto podskupin jsou pak
znaceny cislovkami na konci. Spravnd nomenklatura pro Fox proteiny je psat vSechna
pismena velkd, pokud se jedna o lidsky forkhead transkripéni faktor, napt. FOXO4, pouze
prvni pismeno velké pro mySi Fox faktory, napf. Foxd3, a prvni pismeno a pismeno

podskupiny velké pro Fox faktory vSech ostatnich strunatci, napt. FoxA3
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2.3 FOXO transkrip¢ni faktory

FOXO transkripéni faktory jsou podskupinou ,,0% forkhead transkripénich faktord.
Poprvé byly identifikovany v lidskych alveolarnich rhabdomyosarkomech

FOXO faktory vyskytujici se v obratlovcich jsou homologni k transkripénimu
faktoru DAF-16 nalezenému v bezobratlém zivocichu Caenorhabditis elegans. DAF-16 u
Caenorhabditis elegans ovliviiuje délku Zivota tohoto organismu a fidi formovani dauer
larvy — alternativni vyvojové stadium, ve kterém larva muze piezit jinak
nesnesitelné podminky.

Cleny podskupiny ,,0“ forkhead transkripénich faktorti se uplatiuji v fadé
zasadnich biologickych procest. Hraji stézejni roli v kontrole bunétného cyklu,
diferenciaci, kontrole bunécného metabolismu, apoptdze, opravé poskozené DNA a
ochrané vii¢i oxidativnimu stresu. Aktivita FOXO proteintit musi byt pfisn¢ kontrolovana,
déje se tak predevsim regulaci jejich vnitrobunécné lokalizace, ale také plsobenim na
jejich DNA-vazebné vlastnosti a transkripéni aktivitu

FOXO podskupina forkhead transkripnich faktori ma ctyfi cCleny, jsou to:
FOXO01, FOX03, FOX04 a FOX06. Pro FOXO01, FOX03, FOXO04 existuji alternativni
jména pouzivana ve starsich studiich: FKHR pro FOXO1, FKHRL1 pro FOX03 a AFX
nebo MIIt7 pro FOXO4. Existuje také transkripéni faktor FoxOS5, ktery je exprimovan
pouze u Danio rerio . Exprese FOXO1, FOX03 a FOXO04 je
vSudypfitomna, jeji mira se v§ak znacné lisi v riznych organech. FOXOI1 je ve vyS$si mife
exprimovan v hnédé a bilé tukové tkani a ve slezing, v malé mife byl detekovan také
V kosternim svalstvu. FOXO3 je ve vys§i mife exprimovan v srdci, mozku, slezin¢ a
ledvinach. FOXO4 je ve vysoké mife exprimovan V srdci a kosternim svalstvu, dale také
v hnédé a bilé tukové tkani. FOX0O1, FOXO03 i FOXO04 byly v mensi mife detekovany i

Vv jatrech . Exprese FOXO6 je omezena pouze na mozek
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2.3.1  Biologicky vyznam FOXO proteinii

FOXO transkripcni faktory podnécuji déje zasadni pro pfeziti organisml jako
zastaveni bunééného cyklu, opraveni poskozené DNA, detoxikaci od kyslikovych radikala,
apoptézu a autofagii (lysozomalni rozklad proteinil) a to specifickym zvySenim genové
exprese

Zastaveni bunécného cyklu a apoptéoza vyvolané FOXO proteiny mohou byt
kritické pro tumor-supresivni efekt téchto transkripcnich faktorti, zatimco FOXO proteiny
indukovana rezistence vici oxidativnimu stresu se miize podilet na prodlouzeni délky
Zivota organismil

FOXO proteiny také reguluji bunécnou diferenciaci v krvi, svalech a tukové tkani,
coz muize ptispivat k jejich roli ve vyvoji

A v neposledni fadé FOXO proteiny kontroluji bunéény metabolismus tim, Ze
podporuji glukoneogenezi a zvySuji piijem potravy

Vzhledem ktomu, Ze funkce FOXO transkripénich faktord v bunikdch jsou
riznorodé a nékdy dokonce protikladné, je pravdépodobné, ze aktivita téchto proteinii
bude v jednotlivych tkanich regulovana rizné¢ jako odpovéd’ na puisobeni rozmanitych typi

vnéjSich stimull

2.3.2  Struktura FOXO proteini

FOXO proteiny se skladaji ze ¢tyf ¢asti, jsou to: (i) vysoce konzervovana forkhead
DBD; (ii) jaderny lokaliza¢ni signal, ktery se nachazi za DBD; (iii) jaderna exportni
sekvence a (iv) C-terminalni transaktivacni doména. Schématické znazornéni primarni
struktury je na obr. 2.3. Proteiny FOXO1, FOX0O3 a FOXO6 maji podobnou délku okolo
650 aminokyselin, zatimco protein FOXO4 je krat§i a obsahuje pfiiblizné¢ 500
aminokyselin, a vsechny obsahuji tii fosforyla¢ni mista pro proteinkinasu B (PKB nebo
také Akt). Nékteré oblasti FOXO proteinti jsou vysoce konzervované, jsou to predevsim N-
koncova oblast okolo prvniho fosforylaéniho mista pro PKB/Akt, forkhead DBD a oblast

obsahujici jaderny lokalizacni signdl a ¢ast C-termindlni transaktivacni domény
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Obr. 2.3 Schématické znazornéni primarni struktury FOXO proteini. VSechny FOXO

proteiny maji stejné doménové uspotfadani a obsahuji forkhead DNA-vazebnou doménu
(DBD), jaderny lokalizacni signal (NLS), jadernou exportni sekvenci (NES) a
transaktivaéni (TA) doménu. Vyznacéena jsou také fosforylacni mista pro proteinkinasu B

(PKB/AKY)

Forkhead DBD obsahuje piiblizné 110 aminokyselin, fetézec se sklada do tfi a-
helixt (H1, H2 a H3), tfi B-vlaken (S1, S2 a S3) a dvou ohybu tvaru motylich kiidel (W1 a
W?2). Stuhova reprezentace trojrozmérné struktury forkhead domény (sekvence 92-181)
proteinu FOXO4 je na obr. 2.4. Topologické usporadani je H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3—
W2 a je graficky znazornéno na obr. 2.5. B-vlakno S1, vlozené mezi helixy H1 a H2,
interaguje s vlakny S2 a S3, ¢imZ je utvofen tfivlaknovy, stoCeny, antiparalelni [B-list

. Forkhead doména proteinu FOXO4 (a také
nekterych dalsich forkhead faktori FoxD3 , FOXC2
a FoxQ1 ) obsahuje navic kratky 3ip-helix (H4) umistény
mezi a-helixy H2 a H3. Struktury komplexi DNA s DBD forkhead proteini nalezicich do
jinych podskupin nez je podskupina ,,0% (FoxD3 , FOXK1la
a FOXP2 ) ukazaly pritomnost dalsiho helixu (H5) v C-koncové
¢asti forkhead domény za -vldknem S3.

Hlavnim DNA-rozpoznavacim mistem forkhead domeény je helix H3, ktery
interaguje s velkym zlabkem DNA . Helix H3 je zaroven nejvice
konzervovanou oblasti uvniti forkhead domény . Dalsi oblasti forkhead
domény, které mohou tvofit vyznamné vazebné kontakty, jsou oba flexibilni ohyby W1 a

W2 a také N-koncovy segment pied helixem H1
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Obr. 2.4 Stuhovi reprezentace trojrozmérné struktury forkhead doménvy (sekvence 92-181)

proteinu FOXO4 (\Weigelt et al., 2001). Tento obrazek byl vytvofen pomoci programu

PyMOL verze 0.99rc6 (http://www.pymol.org).

C

L

w2 H5

Obr. 2.5 Topologické zobrazeni forkhead domény. Helixy H4 a H5 jsou pfitomny ve

forkhead doméné jen nékterych forkhead proteint (Clark et al, 1993; Obsil a Obsilova,
2008).
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2.3.3  Regulace funkce FOXO proteini

Regulace funkce FOXO transkrip¢nich faktort je zaloZena ptfedevSim na jejich
transportu z jadra do cytoplasmy a naopak. Je =zajiSténa Sirokou Skalou protein-
proteinovych interakci a posttransla¢nich modifikaci zahrnujici fosforylaci, acetylaci a
ubiquitinaci . N¢kolik mist pro posttranslacni modifikace je
umisténo uvnitt nebo blizko DBD FOXO faktorti, a tim je umoZnéna regulace interakce
molekuly FOXO s DNA jak ptimo, tak i vytvofenim specifického vazebného motivu pro
FOXO vazebné partnery.

FOXO proteiny jsou soucasti insulin/IGF1' signalni dréhy, skrze niz je jejich
transkripéni aktivita negativné regulovana fosforylaci tfi konzervovanych serinovych a
threoninovych zbytktt PKB/Akt. U proteinu FOXO4 to jsou T28, S193 a S258

. Sama fosforylace enzymem PKB/Akt ma pouze maly efekt na DNA-vazebnou
afinitu FOXO proteinti . Ovsem fosforylaci dvou z téchto tii PKB/Akt-
fosforyla¢nich mist vznik4d vazebny motiv pro regulacni proteiny 14-3-3

. Prvni ztéchto dvou mist je v N-termindlni ¢asti molekuly FOXO a druhé je
umisténo v segmentu W2 forkhead domény.

Proteiny 14-3-3 jsou skupinou vysoce konzervovanych kyselych regulac¢nich
proteind. Jejich funkce je zaloZena na schopnosti vdzat jiné proteiny, vétSinou zpiisobem
zavislym na fosforylaci cilového proteinu, a cestou konformacnich zmén regulovat jejich
funkci

Fosforylaci indukovana vazba proteinu 14-3-3 inhibuje vazbu FOXO na cilovou
DNA a zpisobuje také rychly transport FOXO proteinli zjadra a jejich zadrzeni
V cytoplasmé

Protein FOXOI1 je regulovan také fosforylaci cGMP?-dependentni kinasou 1
(cGK1). Tato fosforylace rusi DNA vazebnou aktivitu FOXO1 béhem fuze svalovych
bunék. cGK1 fosforyluje shluk serinovych zbytki pted helixem H1 (S152 — S155) a S184
na N-konci helixu H2. OvSem tento zpisob regulace se zda byt specificky pro protein
FOXOI, shluk serinovych zbytkll pted helixem HI1 se u ostatnich ¢lenti skupiny FOXO
nevyskytuje a S184 chybi v sekvenci proteinu FOX04

L IGF1 je insulinu podobny ristovy faktor (z angl. insulin-like growth factor 1).
2 ¢GMP je cyklicky guanosinmonofosfat.
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Dalsi kinasa fosforylujici forkhead doménu FOXO transkripénich faktort je
MST1®, kterd je regulovand oxidativnim stresem. Fosforylace indukovand MSTI
zpusobuje rozpad komplexu FOXO0:14-3-3, a tim podnécuje transport FOXO proteini do
jadra

Forkhead doména proteinu FOXO1 je fosforylovana také cyklin-dependentni
kinasou 2 (CDK2) na mist¢ S249 vsegmentu W2, coz vede kzadrzeni FOXOI1
v cytoplasmé a k regulaci jeho funkce . Avsak DNA vazebna afinita
FOXO1 zistane nezménénd u mutantu S249E, kde je napodobena fosforylace na tomto
misté, a tedy regulace FOXOI1 neni zptisobena samotnou fosforylaci S249

. Inhibice funkce FOXO1 zprostiedkovand CDK2 je pravdépodobné zplisobena

jingm mechanismem, napf. interferenci s ptfilehlym jadernym lokalizaénim signdlem

C-konec DNA-vazebné domény FOXO proteind (segment W2) obsahuje Ctyii
mista, kterd mohou byt acetylovana histonacetyltransferasami jako jsou p300 a CBP’
. Acetylace na téchto mistech nebo odstranéni

kladného néaboje mutagenezi zpiisobuje Castecny pokles DNA vazebné afinity FOXO

faktoru

2.4 Interakce proteini s DNA

Na specifickych interakcich proteini s DNA je zaloZeno mnoho biologickych
procesii. Mechanismy interakci proteini S DNA, jsou stile pfedmétem vyzkumu. Jedna
z nejdulezitéjSich otazek se tyka specificnosti — jak mnoho riznych DNA-vazicich
proteinti, vyskytujicich se v eukaryotickych organismech, rozpoznava jejich specifické
vazebné misto. VE&tSina DNA-vazicich proteint je dokonce souc¢ésti velkych skupin, jejichZ

DBD je evolu¢né konzervovand a méa velmi podobné biochemické vlastnosti

$ MSTI1 je savéi Ste20-podobna kinasa 1 (z angl. mammalian Ste20-like kinase 1), Ste20 je
serin/threonin proteinkinasa.

* CBP je CREB-vazajici protein (z angl. CREB-binding protein), CREB je transkrip&ni faktor, ktery
se vaze na sekvenci zvanou cAMP response element (z angl. cAMP-response element-binding),

cAMP je cyklicky adenosinmonofosfat.
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Interakce proteinti s DNA lezi na souhfe dvou rovnocennych partneri, DNA a
proteinu. Ob¢ tyto biomakromolekuly maji vlastni charakteristické tfidimensionalni
struktury, které se musi navzajem piizpusobit pro dosazeni specificnosti (Rohs et al.,
2010).

Interakce proteint s DNA muzeme rozdélit do dvou kategorii: (i) interakce, kde
protein rozpoznava unikatni chemicky otisk basi DNA (rozpoznavani bazi) a (ii) interakce,
kde protein rozpoznava tvar DNA dany sekvenci (rozpoznavani tvaru). Interakce typu (i)
dale délime na interakce ve velkém zldbku DNA a na interakce v malém Zzlabku DNA.
Interakce typu (ii) mizeme rozdélit na interakce, kde je rozpoznavan globalni tvar DNA, a
na interakce, kde je rozpoznavan urcity lokalni tvar DNA (Rohs et al., 2010). Na obr. 2.6
je souhrn typi mechanismii rozpoznavani DNA proteiny, které proteinim umoziuji

dosahnout jejich pozoruhodné DNA-vazebné specifi¢nosti.

Specifi¢nost interakce proteinu s DNA

Rozpoznavanibazi Rozpozndvanitvaru

Lokalni tvar

— Vodikova vazba Vodikova vazba — Ohyb — Klicka
— Vodny mistek Hydrofobni efekt — A-DNA — Maly Zlabek
— Hydrofobni efekt — Z-DNA — Velky Zlabek

Obr. 2.6 Typy mechanismi rozpoznavani DNA proteiny (Rohs et al., 2010).

Proteiny vyuzivaji k rozpoznavani DNA Siroké skaly DNA-vazebnych strukturnich
motiva jako je napf. helix-otocka-helix motiv. Mnoho proteinti obsahuje také flexibilni
segmenty, které zprostfedkovavaji dilezité specifické 1 nespecifické interakce. Tyto
flexibilni oblasti, které nemusi byt vzdy soucasti striktné definované DBD, mohou mit
esencialni roli v DNA-vazebné specifi¢nosti (Rohs et al., 2010).

DNA je molekula nesouci svou informaci zakédovanou do sledu bazi A, C, G a T,
ovSem nahliZet na ni jako na jednodimensiondlni fetézec obsahujici pouze Ctyfi znaky neni
spravné. Tyto baze, fazené na cukr-fosfatové kostfe, jsou chemické subjekty, které
vytvareji tfidimensiondlni dvouvldknovou strukturu, kde kazdy par bazi ma specificky

chemicky a konformacni otisk. DNA struktury se méni zplisobem zavislym na sekvenci a
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tyto strukturni variace proteiny vyuzivaji k rozpoznavani DNA sekvence. DNA méni svij
tvar v globalnim i lokalnim méfitku. Variace globalniho tvaru DNA zahrnuji pfedevs§im
mnohotvarnost dvojité Sroubovice DNA — B-DNA, A-DNA, TA-DNA (obména A-DNA
pozorovana v TATA-boxech specificky rozpoznavanych TATA-box-vazebnym proteinem)
a Z-DNA. Na rozdil od obmén globalniho tvaru DNA, variace lokalniho tvaru DNA jsou
odchylky od idealni B-DNA na trovni jednotlivych part bazi (napt. klicka (angl. Kink))

nebo se tykaji jen malé oblasti dvojSroubovice (napf. zGzeni malého Zlabku)

Krystalové struktury komplexti proteinii s DNA casto odhaluji usporadané
molekuly vody na rozhrani mezi proteinem a DNA. Tyto molekuly vody mohou byt
poziistatky solvata¢nich obali jednotlivych makromolekul pfed vzdjemnou interakci,
mohou fungovat jako vyplii mezer mezi proteinem a DNA, vzniklych z nedokonalého
zapadnuti povrchtl do sebe, pro udrzeni urcité hustoty sbaleni, anebo mohou mit aktivné;si
funkeni roli jako zprostiedkovatelé proteinového rozpoznavani DNA. Tzv. krystalové vody
vyskytujici se ve strukturach komplext proteini s DNA muzeme rozdélit do Ctyf tiid, jak

je uvedeno v tabulce 2.1

Tabulka 2.1 Klasifikace molekul vody piitomnych v krystalovych strukturdch komplexu

proteinu s DNA

Tiida 1 Molekuly vody vazané vodikovou vazbou na protein i DNA zdroveri
Kategorie 1 protein akceptor—voda—DNA akceptor
Kategorie 2 protein akceptor—voda—DNA donor
Kategorie 3 protein donor—voda—DNA akceptor
Kategorie 4 protein donor—voda—DNA donor
Molekuly vody vazané vodikovou vazbou bud’ na protein, nebo
Trida 11 na DNA
Kategorie 1 protein akceptor—voda
Kategorie 2 protein donor—voda
Kategorie 3 DNA akceptor—voda
Kategorie 4 DNA donor—voda
Molekuly vody orientovdny proximdlné k hydrofobnim atomiim
Tiida 111 proteinu nebo DNA
Kategorie 1 hydrofobni atom proteinu—voda
Kategorie 2 hydrofobni atom DNA—voda
Tiida IV Molekuly vody vazané vodikovou vazbou na dalsi molekuly vody

Zékladem pro teorii vodou zprostfedkovanych interakci proteind s DNA jsou

molekuly vody spadajici do tfidy I, tedy molekuly vody vazané vodikovou vazbou na
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protein i DNA zéaroven. Zajimavé je, Ze jejich zastoupeni mezi ostatnimi tfidami molekul
krystalové vody v komplexech proteinti s DNA, je velmi malé, pouze 5,5 %. Uloha t&chto
molekul vody je redukovat elektrostatické repulse mezi dvéma akceptorovymi nebo dvéma
donorovymi atomy. Molekuly vody spadajici do kategorii 2 a 4 tiidy I jsou, vzhledem
k nizkému poctu donorovych atomti DNA dostupnych pro vodikovou vazbu, vzacné.
Ovsem molekuly vody kategorie 3 tfidy I mohou byt povazovany za zprostiedkovatele
interakce vodikovymi vazbami v piipadech, kdy parametry sbaleni komplexu neumoziiuji
piimy kontakt mezi proteinem a DNA. AvSak Cetnost jejich vyskytu v celkové krystalové
vode je velmi nizka (1,8 %)

Vétsina molekul krystalové vody (76 %) patii do tfidy II, coz naznacuje, ze hlavni
ulohou vody je solvatovat atomy proteint a DNA na jejich rozhrani, spiSe nez
zprostiedkovavat interakci vodikovymi vazbami. Nejméné zastoupena je ttida III, tedy
molekuly vody orientovany proximalné k hydrofobnim atom@m proteinu nebo DNA. Na
druhou stranu jejich neptitomnost v krystalovych studiich mize byt zptisobena jejich vyssi
pohyblivosti nebo neuspotadanosti a tedy znesnadnénim jejich pozorovani rentgenovou
krystalografii. Molekuly vody ndleZici do tfidy IV se pfimo netcastni proteinového
rozpoznavani DNA. Mohou byt dulezité, avSak spiSe na vyssi urovni organizace jako jsou
klastry nebo uspotadané sit¢ obklopujici biomolekuly

Trend zastoupeni molekul krystalové vody v jednotlivych tfidach je II>>IV>>I>I1.
Piiblizné 92 % vSech molekul vody pfitomnych v komplexech proteinti s DNA spada do
tiid IT a IV a nema tedy Zadnou ptimou roli pii zprostiedkovavani kontaktti mezi proteiny a

DNA

2.4.1 Interakce FOXO proteinii s DNA

Vsechny forkhead transkripéni faktory rozpoznavaji stejny hlavni vazebny motiv
5'-(AIC)AA(C/T)A-3" v sekvenci DNA . Razné podskupiny
forkhead proteinti rozpoznavaji rozdilné DNA sekvence lisici se bazemi Vv t€sném okoli
hlavniho vazebného motivu. Proteiny z FOXO podskupiny forkhead transkripénich faktort
se vazi jako monomery skrze svou DBD na DNA sekvenci 5-GTAAACAA-3'. Tato

sekvence je znama jako DBE® motiv . FOXO proteiny rozpoznavaji

® DBE je vazebny element &lent rodiny DAF-16 (z angl. DAF-16 family member-binding element).
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také sekvenci zvanou IRE® motiv pritomnou v oblasti promotoru IGFBP1’
. Sekvence IRE je uréena jako 5'-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’
a od sekvence DBE se 1isi svymi prvnimi dvéma bazemi. FOXO faktory mohou

vazat oba tyto motivy — DBE i IRE — ovSem sekvenci DBE vazi s vétsi afinitou

Vazbu mezi DNA a forkhead doménou zajistuje predev§im helix H3 obsahujici
nejvice konzervovanou aminokyselinovou sekvenci. Helix H3 se vaze do velkého zlabku
DNA téméi kolmo k ose DNA a vytvaii silné vazby s hlavni vazebnou sekvenci DNA.
Nejvice konzervované aminokyseliny uvnitt helixu H3, shodné u vSech forkhead
transkripénich faktorQ, a stézejni pro vytvoreni komplexu forkhead domény s DNA, jsou
N148 a H152 (Cislovano dle FOXO4). Kontakty mezi forkhead doménou a DNA jsou
zajistény piimymi vodikovymi mustky mezi postrannimi fetézci aminokyselin proteinu a
bazemi DNA, tzv. vodnymi mustky (kontakty skrze molekuly vody prostfednictvym
vodikovych vazeb) a také van der Waalsovymi interakcemi, a to jak mezi postrannimi
fetézci aminokyselin proteinu a bazemi DNA, tak i postrannimi fetézci aminokyselin
proteinu a fosfatovymi zbytky cukr-fosfatové kostry DNA

Dalsi oblasti forkhead domény, které se vyznamné podileji na tvorbé komplexu
s DNA, jsou oba flexibilni ohyby W1 a W2 doprovazejici helix H3. Pfedevsim segment
W2, tvotici specifické 1 nespecifické interakce s velkym i malym Zzlabkem DNA, je
dulezitou soucasti DNA-vazebného povrchu. Vazba forkhead domény také zpusobuje
pomérné velky ohyb DNA, ktery vede k zuzeni velkého zlabku, ve kterém je zanotfen helix
H3

Doposud neni znam ptesny molekularni mechanismus rozpoznavani DNA forkhead
transkripénimi faktory a specifi¢nosti jejich vazby. Vysoce konzervovany helix H3 je
hlavnim DNA rozpoznavacim mistem interagujicim s hlavnim vazebnym motivem uvnitf
velkého zldbku DNA, zatimco variabilnéj$i oblasti jako N-termindlni sekvence
pfedchéazejici helix H1, oblast mezi helixy H2 a H3, ohyb W1 a C-terminalni segment
zajiStuji jemné ladéni DNA-vazebné specifiCnosti a také stability komplexu forkhead

domény s DNA

® IRE je element citlivy na insulin (z angl. insulin-responsive element).
" IGFBPI je insulinu podobny ristovy faktor vazajici protein 1 (z angl. insulin-like growth factor-

binding protein 1).
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Rozdilné forkhead proteiny nélezici do rliznych podskupin se skladaji do témét
identického tvaru a pouhé kolisani topologického usporadani DBD nemuze vysvétlit jejich
zietelnou DNA-vazebnou specificnost. Je tedy pravdépodobné, Ze tuto specificnost
zpusobuji jiné vlastnosti forkhead proteint, napi. rozdily v distribuci naboje na DNA-
vazebném povrchu

Nejasna je také tloha segmentu W2 pfi interakci FOXO s DNA. Tato ¢ast forkhead
domény je velmi flexibilni a v krystalovych strukturach neni vzdy pfitomna. OvSem
funkénimi studiemi bylo potvrzeno, ze segment W2 je dulezity pro tvorbu komplexu
FOXO s DNA. A vzhledem k tomu, ze W2 interaguje s oblasti DNA na 5’ konci hlavniho
vazebného motivu, kde je n¢kolik A-T part, je mozné se domnivat, ze vyssi flexibilita této
¢asti DNA, pfimo souvisejici s mnozstvim A-T parQ v sekvenci, usnadiiuje interakci se
segmentem W2

Dosud byly vyteSeny krystalové struktury DBD tii ¢leni FOXO transkripénich
faktord v komplexu s DNA. Jsou to komplexy FOXO1-DBD:DNA :
FOXO3-DBD:DNA a FOXO4-DBD:DNA

Struktury téchto tfi komplext jsou uvedeny na obr. 2.7.
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Obr. 2.7 Krystalové struktury komplexi DNA-vazebné domény (DBD) FOXO proteint
s DNA. (a) Struktura FOXO1-DBD:DNA (Brent et al., 2008). (b) Struktura FOXO3-
DBD:DNA (Tsai et al., 2007). (c) Struktura FOX0O4-DBD:DNA (Boura et al., 2010). Pro

zobrazeni FOXO-DBD byla pouzita stuhova reprezentace. Tento obrazek byl vytvotren

pomoci programu PyMOL verze 0.99rc6 (http://www.pymol.org).

VSechny tii dostupné krystalové struktury komplexit FOXO proteint s DNA
potvrdily piedpokladany forkhead (nebo také ,,winged-helix“) DNA-vazebny motiv. Helix
H3 (hlavni DNA-rozpoznavajici oblast) ve vSech téchto strukturach zapada do velkého
zlabku DNA pfiblizné kolmo k ose DNA (Boura et al., 2010; Brent et al., 2008; Tsal et al.,
2007).

Na obr. 2.8 je superimpozice krystalovych struktur komplexd proteint FOXO1-
DBD, FOX03-DBD a FOX04-DBD s DNA.
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Obr. 2.8 Suprimpozice krystalovych struktur komplexti DNA-vazebné domény (DBD)
FOXO proteint s DNA. Protein FOXO1-DBED (Brent et al., 2008) je zachycen fialovou
barvou, protein FOXO3-DBD (Tsal et al., 2007) modrozelenou barvou a

(Boura et al., 2010) zlutozelenou barvou. Pro vétsi prehlednost je zobrazena pouze DNA
z komplexu FOXO4-DBD:DNA. Pro zobrazeni FOXO-DBD byla pouzita stuhova
reprezentace. Tento obrazek byl vytvofen pomoci programu PyMOL verze 0.99rc6
(http://www.pymol.org).

2.4.2  Interakce proteinu FOX0O4 s DNA

Protein FOXO04-DBD (sekvence 82-183) v komplexu s DNA obsahujici DBE
vazebny motiv zaujima forkhead strukturni motiv a sklada se ze tii a-helixt (H1, H2 a H3)
a Ctvrtého kratkého 310-helixu (H4) umisténého mezi helixy H2 a H3 a kratkého sto¢eného
ttivldknového antiparaleniho B-listu sestavajiciho z B-vlaken S2 a S3 a aminokyselinovych
zbytkli L118 a T119 plsobicich jako treti f-vldkno S1. Helix H3 se vaze do velkého Zlabku
DNA a jeho osa lezi témét kolmo k ose DNA. Dalsi ¢asti FOXO4-DBD, které také
interaguji s DNA, zahrnuji flexibilni ohyb W1, otocku mezi helixy H4 a H3 a N-koncovy

segment; tyto ¢asti jsou uvniti skupiny forkhead proteinii sekvenéné nejvice variabilni a
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pravdépodobné hraji roli v DNA-vezebné specificnosti jednotlivych forkhead
transkrip¢nich faktori

Konzervovany motiv helixu H3 (N148—X—X-R—-H-X-X-S/T), ktery je pfitomny u
vSech forkhead transkripcnich faktor, vytvafi mnoho kontaktli sbdzemi hlavniho
vazebného motivu a to skrze ptimé i vodou zprostredkované vodikové vazby, jakozto i van
der Waalsovy vazby. Aminokyselinové zbytky N148 a H152 zajistuji veskeré piimé
specifické kontakty na baze DNA

Ohyb W1 neinteraguje s bazemi DNA, vytvaii pouze nespecifické kontakty s cukr-
fosfatovou kostrou DNA. To naznacuje, ze tato oblast DNA-vazebné domény nema
vyznamnou roli pfi rozpoznavani DNA, ale spiSe stabilizuje FOXO-DBD:DNA komplex.
Také aminokyselinové zbytky N-koncového segmentu DBD FOXO4 tvoii piimé a vodou
zprostiedkované vodikové vazby s fosfatovymi skupinami DNA

Vsechny FOXO proteiny ve srovnani s ostatnimi forkhead proteiny obsahuji mezi
helixy H2 a H3 navic pét aminokyselin (K—-G—-D—-S-N). Funkce téchto aminokyselin neni
znama a v komplexech FOXO1-DBD:DNA a FOXO3-DBD:DNA nevytvaii tyto
aminokyselinové zbytky Zadné kontakty s DNA
Avsak struktura komplexu FOXO4-DBD:DNA naznacila, ze se tato oblast forkhead
domény také i¢astni stabilizace komplexu zaujmutim odlisné konformace uvniti velkého
zlabku DNA. Amidovy atom dusiku a postranni fetézec S142, jedné z vloZenych
aminokyselin, interaguji s fosfatovymi skupinami kostry DNA skrze ptimou vodikovou
vazbu 1 dvé vodou zprostfedkované vodikové vazby

Veskeré vazebné kontakty mezi FOXO4-DBD a DNA jsou schematicky

znazornéné na obr. 2.9.
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Obr. 2.9 Schématicky diagram vazebnvch kontaktd mezi DNA-vazebnou doménou (DBD)

proteinu FOX04 a DNA (Boura et al., 2010). Aminokyselinové zbytky proteinu a baze

DNA podilejici se na specifické vazb€ jsou oznaceny Cervené, respektive hnéde. Polarni
interakce jsou zndzornény Sipkami. Molekuly vody zapojené ve specifickych kontaktech

mezi FOXO4-DBD a DNA jsou vyznaceny jako tmavomodra kolecka.

Krystalova struktura komplexu FOXO4-DBD:DNA ukazala mnoho uspotadanych
molekul vody na vazebném rozhrani proteinu a DNA a je pravdépodobné, Ze tato unikatni
sit vodou zprostiedkovanych interakci se vyznamné podili na vazbé FOXO4-DBD na
DNA. Ctyfi molekuly vody jsou souéasti interakci typu postranni fetézec proteinu—voda—
baze DNA a devét molekul vody se podili na interakcich typu postranni fetézec proteinu—
voda—fosfatova skupina DNA. Lze ptedpokladat, ze kromé piimych kontaktd FOXO4-
DBD na baze DNA, vyznamné pfispiva ke vzniku a stabilit¢ komplexu FOXO4-
DBD:DNA i unikatni sit’ vodou zprosttedkovanych interakci (Boura et al., 2010).
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3 CILE PRACE

B Studium ulohy segmentu W2 v DBD proteinu FOXO4 na stabilit¢ komplexu FOXO4-
DBD s DNA.

Exprese a purifikace proteinu FOXO4-DBD (sekvence 82-207) ptirozeného typu
(WT).

Srovnani vazebné afinity DBD transkripéniho faktoru FOXO4 k riznym dsDNA
lisicim se v sekvenci pfedchazejici hlavni vazebny motiv vyuzitim metod:

- nativni elektroforéza

- stacionarni anizotropie fluorescence.

B Studium vyznamu nespecifickych slabych interakci (zejména vodnych mustkl) pro

stabilitu komplexu FOX04-DBD s DNA.

Pfiprava vektorti nesoucich vybrané mutantni formy genu pro protein FOXO4-
DBD (sekvence 82-207).

Exprese a purifikace mutantnich proteint FOX04-DBD.

Porovnani DNA-vazebné afinity proteinit FOX0O4-DBD nesoucich vybrané bodové
mutace pomoci metod:

- rezonance povrchového plasmonu

- stacionarni anizotropie fluorescence.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzity material

V této kapitole jsou uvedeny veSkeré pouzité chemikalie, pfistroje a ostatni

material, které byly pouzity pro experimenty provedené v ramci této diplomové prace.

4.1.1 Chemikalie

1,4-dithiotreitol (DTT)
2-thioethanol (BME)

agardza

ampicilin

azid sodny (NaN3)

bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R 250
dekahydrat uhli¢itanu sodného
(Na,COs3 - 10H,0)

dihydrat ethylendiamintetraoctanu
disodného (Na,-EDTA - 2H,0)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy)
dodecylsiran sodny (SDS)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu
sodného (Na;HPO, - 12H,0)
dusi¢nan stiibrny (AgNO3)

ethanol

fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
formaldehyd

Gel red Nucleic Acid Gel Stain

Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
LKB Bromma (Svédsko)

Lachema, s.r.o0. (Ceska republika)

Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)

PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)

Kovohuté Vestec (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
LACH-NER, s.r.o. (Ceska republika)
Biotium, Inc. (USA)
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glycerol

glycin

hydroxid sodny (NaOH)

chlorid draselny (KCI)

chlorid hotec¢naty (MgCly)

chlorid sodny (NaCl)

imidazol
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
kyselina borita (H3BO3)

kyselina citronova monohydrat

kyselina dusi¢na (HNO3)

kyselina chlorovodikova (HCI)

kyselina octova (CH3COOH)
Luria-Bertani (LB) agar

Luria-Bertani (LB) médium

lysozym

methanol

N,N,N’,N"-tetraethylendiamin (TEMED)
oligonukleotidy

peroxodisiran amonny (APS)

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase
Precision Plus Protein Dual Color Standard
pufr pro PfuUltra High-Fidelity DNA
Polymerasu

restrikéni enzym Dpnl

Rotiphorese Gel 30 (smés akrylamidu a
bisakrylamidu v poméru 37,5 : 1)
SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail
Tablet, EDTA-Free

hexahydrat siranu nikelnatého

(NiSO, - 6H,0)

smés DNA o riiznych délkach

smés nukleotidtrifosfata

PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
LACH-NER, s.r.o. (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
LACH-NER, s.r.o. (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
EMD Biosciences, Inc. (Némecko)
LACH-NER, s.r.o. (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
SERVA Electrophoresis GmbH (Némecko)
PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
VBC-Biotech Service GmbH (Rakousko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Stratagene Corporation (USA)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
Stratagene Corporation (USA)

New England BioLabs Inc. (USA)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

PENTA — Ing. Petr Svec (Ceska republika)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Life Technologies Corporation (USA)
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thiosiran sodny (Na;S,03)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tween-20

vzorkovy pufr pro DNA

4.1.2  Pristroje

3505 pH Meter

AKTAprime

centrifuga Universal 4 x 100 « Z 323 K
Centrifuge 5415D (rotor F45-24-11)
Centrifuge 5804

inkubator

Mastercycler personal

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer
peristalticka pumpa

Photon Counting Spectrofluorimetr PC1
ProteOn XPR36 Protein Interaction Array
System

Shaking incubator NB-205

Sigma 8K Floorstanding Refrigerated
Centrifuge

Sonicator 3000

spektrofotometr Agilent 8453

suchy ohtivac

ttepacka Multitron

vodni lazen

vortex ZX3

zdroj pro horizontélni elektroforézu

zdroj pro vertikalni elektroforézu

LACH-NER, s.r.o. (Ceska republika)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Nova Capital Ltd. (Velka Britanie)

GE Healthcare (USA)

HERMLE Labortechnik GmbH (Némecko)
Eppendorf AG (Némecko)

Eppendorf AG (Némecko)

MELAG Medizintechnik (Némecko)
Eppendorf AG (Némecko)

Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
IDEX Health & Science SA (Svycarsko)
ISS, Inc. (USA)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

N-BIOTEK, Inc. (Korejska republika)
SIGMA Laborzentrifugen GmbH
(Némecko)

Misonix, Inc. (USA)

Agilent Technologies, Inc. (USA)
Grant Instruments (Velka Britanie)
Infors AG (Svycarsko)

Memmert GmbH + Co. KG (Némecko)
VELP Scientifica (Italie)

RNDr. Ivo Kfivanek - Omni Bio (Ceska
republika)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
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4.1.3 Ostatni

automatické pipety

dialyza¢ni membrana (typ 27/32) (cut off
14000)

Escherichia coli BL21(DE3)
Escherichia coli DH5a

filtry Spartan 13/0,45 RC

High-Speed Plasmid Mini Kit

Chelating Sepharose Fast Flow

kolona pro kationtové vyménnou
chromatochrafii naplnéna 5 ml SP
sepharosy

kolona Superdex 200 (10/300 GL)
kolonka pro niklovou chelata¢ni
chromatografii

koncentratory Amicon Ultra (cut off 10000)
kifemenna kyveta

NLC ProteOn Sensor Chip

nylonové filtry o velikosti p6rta 0,45pum
set pro horizontalni elektroforézu

set pro vertikélni elektroforézu

stiikacky

vektor pET-15b

Eppendorf AG (Némecko)
Carl Roth GmbH + Co. KG (Némecko)

Stratagene Corporation (USA)
Stratagene Corporation (USA)
GE Healthcare (USA)
Geneaid Biotech Ltd. (Taiwan)
GE Healthcare (USA)
GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

EMD Millipore (USA)

Agilent Technologies, Inc. (USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
GE Healthcare (USA)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
CHIRANA T. Injecta, a.s. (Slovenska
republika)

Novagen, Inc. (USA)

4.2 Priprava plasmidové DNA nesouci mutatntni formy

genu pro protein FOX0O4 82-207

Plasmid je mala kruhova molekula DNA schopna replikace. Ve védé se plasmidy

pouzivaji jako tzv. vektory genetické informace. Tyto vektory lze uzpiisobit tak, aby
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bunky, které je nesou, byly rezistentni vici ur¢itému antibiotiku a aby exprimovaly zadany

protein. Nami pouzivany vektor byl pET-15b a jeho mapa je na obr. 4.1.

AatlI(5635)
EcaRI(5706)

PSti(d958) _

A T7_term(188, 316)

i T7_Terminal_pri(256, 274)

T7_trans]_en_RES(400, 415)

+ LcO(434, 461) |

T7_pro(461,479) |
pBRrevBam_pri(563, 582) |

?Swg‘zd_origin

ORF 3(2004, 2621)

ORF 3(1731, 2428) [~
t(1121-576)(2007, 2621)

Mscl(2791)

Obr. 4.1 Mapa vektoru pET-15b. (B Tech Plasmid, Plasmid map of pET-15b,
http://www.biovisualtech.com/bvplasmid/pET-15b.htm)

4.2.1  Vneseni mutace do sekvence plasmidové DNA

Plasmidy nesouci mutantni formy genu pro protein FOXO4 82-207 byly
piipraveny metodou PCR®-mutageneze celého plasmidu. Pfi této metodé se pouzivaji
komplementarni oligonukleotidy obsahujici Zzadanou mutaci a Pfu DNA polymerasa. Celé

plasmidy, které nesou Zzadanou mutaci, jsou amplifikovany termocyklickou reakci. Pfu

¢ PCR je polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
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DNA polymerasa je DNA polymerasa nalezend v termofilnim organismu Pyrococcus
furiosus.

Pro PCR byly pfipraveny smési nasledujiciho slozeni o celkovém objemu 50 pl:

DNA templat (~40 ng/ul) 2ul
oligonukleotid I (25uM) Iyl
oligonukleotid II (25uM) 1wl
smés nukleotidtrifosfat (1,6mM) 2,5 ul

pufr pro PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerasu 5 ul
(Stratagene Corporation (USA)

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase 1 ul
(2,5 U/ul) (Stratagene Corporation (USA)

destilovana voda 37,5 ul

Smési byly podrobeny termocyklické reakci pomoci ptistroje Mastercycler personal

(Eppendorf AG, Némecko), na kterém byl nastaven nasledujici cyklus:

krok 0 — ptedehiivani 105 °C

krok 1 95 °C/1 min

krok 2 — 30x opakovat 95°C/30's
57 °C /1 min
68 °C/12 min

krok 3 68 °C/12 min

Po ukonceni cyklu bylo k plasmidové DNA pfidano 1,5 pl enzymu Dpnl
(20000 U/ml) (New England BioLabs Inc., USA) a smés byla inkubovana 1,5 hodiny pfi
37 °C. Dpnl je restrikéni enzym, ktery §tépi methylovanou DNA, ¢imz odstrani ze smési
templatovou DNA - templatovd DNA byla izolovand z bakterii, které produku;ji
methylovanou DNA.

4.2.2  Horizontalni agarozova elektroforéza

Velikost a mnozstvi pfipravené plasmidové DNA byla kontrolovdna horizontalni

agarozovou elektroforézou. K 9 pl roztoku mutované plasmidové DNA byly ptidany 2 pl
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vzorkového pufru pro DNA, takto pfipravené vzorky byly naneseny do jamek gelu,
pficemz do prvni jamky bylo naneseno 6 pl smési DNA o riznych délkach ve smési se 2 pl

vzorkového pufru pro DNA. Elektroforéza probihala v pufru 1x TBE pfi napéti 75 V.

SloZeni 1% (w/v) agarézového gelu
agaroza 049
Gel red Nucleic Acid Gel Stain 4 ul
(Biotium, Inc., USA)

destilovana voda 40 ml

SloZeni 10x TBE pufru

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
Tris 890 mmol dm™ 107,8 ¢
HsBO; 890 mmol dm™ 55,0 g
Na,-EDTA - 2H,0 20 mmol dm™® 7449

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 |

4.2.3 Amplifikace zmutované plasmidové DNA

Pro amplifikaci vektoru pET-15b nesouciho gen pro pfislusnou mutantni formu
proteinu FOXO4 82-207 a rezistenci vuc¢i antibiotiku ampicilinu, byl tento vektor
transformovan do kompetentnich bunék Escherichia coli (E. coli) kmene DH5a, které jsou
uzpiisobené pro vysokou miru replikace plasmidové DNA. Kompetentni butiky jsou buniky
schopné ptijmout cizi DNA. Pfi transformaci dochazi k naruseni jejich bunécnych stén a
vniknuti cizorodé plasmidové DNA dovnitf t€chto bunék. Timto zpisobem dochazi k tzv.
horizontalnimu ptenosu genetické informace.

Ke 30 ul kompetentnich bunék E. coli kmene DH5a bylo piidano 5 pl plasmidové
DNA a tato smé&s byla inkubovéana 20 minut na ledu. Nasledné prob¢hla inkubace ve vodni
lazni zahtaté na 42 °C po dobu 1 minuty. Tim doSlo k tzv. tepelnému Soku, ¢imz byly
naruSeny bunécné stény bakterii a plasmidy mohly vnikat dovniti bunék. Po tepelném Soku
bylo k transformovanym bunikam ptidano 0,5 ml sterilniho Luria-Bertani (LB) média a

smés byla inkubovana 45 az 60 minut v inkubatoru pii 37 °C. Poté byly bunky
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centrifugovany 1 minutu pii 4000 otackach za minutu (rpm), vétSina LB média byla slita a
ve zbytku (pfiblizn€¢ 50 az 100 pl) byla resuspendovdna peleta obsahujici buiky.
Resuspendované bunky byly pfeneseny na LB agarovou misku obsahujici ampicilin o
koncentraci 100 pg/ml a rozetfeny. Miska byla vloZena do inkubatoru (37 °C) dnem dold,
po 10 az 15 minutach byla obracena a takto byla inkubovana pies noc.

Zptes noc narostlych bakteridlnich kultur byly pfipraveny tzv. miniprepy;
do zkumavek s5ml sterilniho LB média s piidavkem 5 pul roztoku ampicilinu
o koncentraci 100 mg/ml (vyslednd koncentrace 100 pug/ml) byla pienesena jedna
bakteridlni kultura z LB agarové misky. Takto pfipravené miniprepy byly pies noc

inkubovany pti 37 °C a konstantnim tfepani 200 rpm.

424  lzolace zmutované plasmidové DNA

Plasmidova DNA byla izolovana pomoci High-Speed Plasmid Mini Kitu (Geneaid
Biotech Ltd., Taiwan) zpies noc kultivovanych bunék podle navodu vyrobce.
V jednotlivych krocich dochazelo postupné ke sklizeni buné¢k, resuspendaci bunék, lyzi
bun¢k, neutralizaci, zachyceni DNA na kolonce, oplachu a eluci DNA. Eluce byla
provedena 30 pl destilované vody zahtaté na 70 °C.

Ziskana plasmidovd DNA byla nechidna osekvenovat v iseku kodujici protein
FOXO04 82-207, aby bylo mozné zkontrolovat spravné probéhlou mutagenezi. Sekvenace
byly provedeny v Laboratofi sekvenace DNA na Ptirodovédecké fakulté Univerzity

Karlovy v Praze.

4.3 Exprese FOX0O4 82-207

Pro pfipravu proteinu FOX04 82-207 byl zvolen expresni systém bakterie E. coli
kmene BL21(DE3), tento kmen je uzpisoben pro vysokou miru exprese proteini. Do
téchto kompetentnich bunck byly transformovany vektory pET-15b se zaklonovanym
genem pro protein FOX0O4 82-207. Bakterie obsahujici tento vektor jsou rezistentni vuci

antibiotiku ampicilinu. K 50 pl kompetentnich bunék E. coli kmene BL21(DE3) byl pfidan
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1 pl plasmidové DNA a dale byl postup transformace bunék stejny jako v kapitole 4.2.3 na
str. 37.

4.3.1 Kultivace bakterii a indukce exprese

Zptes noc narostlych bakteridlnich kultur E. coli kmene BL21(DE3)
s transformovanymi vektory pET-15b byly pfipraveny miniprepy, dle postupu uvedené¢ho
v kapitole 4.2.3 na str. 37.

Dalsi den byly miniprepy pieneseny do 900 ml LB sterilniho média (I miniprep
na 900 ml LB média), do kterého bylo ptidano 900 pl roztoku ampicilinu o koncentraci
100 mg/ml (vysledna koncentrace 100 pg/ml). Dale byly bakteridlni kultury inkubovany
opét pii 37 °C a konstantnim tfepani 200 rpm aZ do optické density 0,8 az 0,9 cm™
pii vinové délce 600 nm; jako referentni roztok bylo pouzito LB médium s ampicilinem o
koncentraci 100 pg/ml. Takto narostlé kultury byly zchlazeny na 20 °C a bylo k nim
pfidano 1,8 ml 0,5M roztoku induktoru isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG)
(vysledna koncentrace 1 mmoldm™®), &mz byl zastaven rist bakterii a spusténa
proteosyntéza FOX04 82-207. Bakterie byly déale inkubovany pti 20 °C a konstantnim
ttepani 200 rpm 12 az 18 hodin.

4.3.2 Sonikace

Bakterie, které pifedchozich 12 az 18 hodin vyrdbély Zadany protein, byly
centrifugovany 20 minut pii 4 °C a 3000 rpm. Pelety byly resuspendovany v lyzacnim
pufru (na pelety ze tii 900ml davek piiblizné¢ 70 ml lyza¢niho pufru) a zmrazeny na
—80 °C.

Po rozmraZeni byl k peletam ptfidan lysozym v mnozstvi 0,1 mg na 1 ml a
nasledovala inkubace pii 4 °C po dobu 20 minut. Dale bylo ptidano 0,8 ml roztoku (1
tableta byla rozpusténa v 1 ml destilované vody) komer¢éné dostupného koktejlu inhibitorti
proteas SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free (Sigma-Aldrich
Corporation, USA) a 100mM roztok fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v ethanolu do

vysledné koncentrace 1 mmol dm™.
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Buiiky byly sonikovany na ledu 4 minuty ¢istého ¢asu (v cyklech 30 s zapnuto a
60 s vypnuto) pifi vykonu 57 wattd. Vlivem sonikace a pfidaného lysozymu buiky
popraskaly a exprimované proteiny byly uvolnény do roztoku. Smés byla nasledné
centrifugovdna 45 minut pii 4 °C a 13500 rpm. Poté byly proteiny obsazeny v supernatantu

(cytosolarni frakce) a pelety byly tvofeny fragmenty bakteridlnich bunék.

SloZeni lyza¢niho pufru

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
PBS pufr 1% 10 ml 10x PBS pufru
NaCl 1 mol dm™® 5,849
BME 4 mmol dm™® 27,8 ul
imidazol 2 mmol dm™® 0,0136 g

doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml

SloZeni 10x PBS pufru

latka odmérené mnozstvi

NaCl 80 g
KCI 29
KH,PO4 249
Na,HPO, - 2H,0 144 g
NaNs3 049

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1

pH upraveno na hodnotu 7,4 pomoci 10M NaOH

4.4 Purifikace FOX04 82-207

Purifikace FOXO4 82-207 zahrnovala tfi hlavni kroky — niklovou chelata¢ni
chromatografii, kationtové vyménnou chromatografii a gelovou permea¢ni chromatografii.
Mnozstvi a Cistota FOXO04 82-207 a piitomnost degradacnich produktii v jednotlivych
frakcich  byly bshem purifikace sledovany pomoci SDS®  elektroforézy
Vv poly(akrylamid)ovém gelu (SDS-PAGE).

° SDS je dodecylsiran sodny.
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441  Niklova chelatacni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie je typ afinitni chromatografie umoznujici
purifikaci proteint, které maji pfipojen motiv Sesti histidinu, tzv. His-tag. Histidin se vaze
na nikelnaté kationy navazané na matrici kolony koordina¢né-kovalentni vazbou. His-tag
1ze cilené pfipojit k jednomu z konct purifikovaného proteinu a tento fzni protein se poté
véaze na Ni** s vysokou afinitou. Protein lze nésledné z kolony vyvazat velkym nadbytkem
imidazolu, ktery se rovn&z koordinané-kovalentn& vaZze na Ni*".

Kolona urc¢ena k provadéni niklové chelatacni chromatografie obsahovala piiblizné
5ml Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, USA) a byla nejprve promyta
pfiblizné 50 ml destilované vody, 50 ml 0,IM roztoku NiSO, - 6H,0, znovu 50 ml
destilované vody a 50 ml vazebného pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii. V této
fazi byly na matrici kolony (Chelating Sepharose Fast Flow) navazané Ni** a kolona byla
pfipravena na zachyceni proteinu. Na kolonu byla postupné nanasena veskerd cytosolarni
frakce obsahujici exprimované proteiny ziskana v pfedchozim kroku. Protein FOX04 82—
207 se skrze pfipojeny His-tag navéazal na Ni** uvnit kolony. Poté byl proveden oplach
50 ml vazebného pufru pro niklovou chelataéni chromatografii a nésledné¢ 200 ml
10% (v/v) elu¢niho pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii ve vazebném pufru pro
niklovou chelatacni chromatografii. Protein byl eluovan gravitatné 75% (v/v) elu¢nim
pufrem pro niklovou chelatacni chromatografii ve vazebném pufru pro niklovou chelata¢ni
chromatografii do mikrozkumavek. Velikost frakci byla 1 — 1,2 ml.

Kolona s Chelating Sepharose Fast Flow byla po provedeni niklové chelata¢ni
chromatografie regenerovana a uskladnéna pro opétovné pouZiti pod 20% (v/v) ethanolem
v lednici. Regenerace bylo dosazeno promytim kolony ptiblizné 50 ml destilované vody,
50 ml regeneraéniho roztoku, znovu 50 ml destilované vody a 25 ml 20% (v/v) ethanolu.

Urychleni pratoku latek kolonou (kromé eluce) bylo dosazeno pouzitim

peristaltické pumpy.

SloZeni regeneracniho roztoku

latka vysledna koncentrace
N

a,-EDTA - 2H,0 50 mmol dm™
NaCl 0,5 mol dm™
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SloZeni vazebného pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii

latka vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
PBS pufr 1% 50 ml 10x PBS pufru
NaCl 0,5 mol dm™® 14,6 g

BME 2 mmol dm™® 69,5 ul

imidazol 1 mmol dm™® 0,035 g

doplnéno destilovanou vodou na objem 0,5 1

Slozeni PBS pufru viz strana 40.

SloZeni elu¢niho pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
PBS pufr 1% 25 ml 10x PBS pufru
NaCl 0,5 mol dm™® 739
BME 2 mmol dm™ 34,8 ul
imidazol 0,6 mol dm™® 10,2 g

doplnéno destilovanou vodou na objem 0,25 1

pH upraveno na hodnotu 8,0 pomoci koncentrované HCI

Slozeni PBS pufru viz strana 40.

4.4.2 Dialyza

Dialyza je metoda, kterou Ize od sebe odd¢lit latky o riizné velikosti molekul.
Slouzi predevsim k oc€isténi proteinovych roztokti od nizkomolekularnich latek. Roztokem
proteinu se naplni polopropustnd dialyzacni membrana, ktera se umisti do dialyza¢niho
pufru. Mezi roztokem uvniti a vné¢ membrany vznikne koncentra¢ni gradient, jehoz vlivem
dochdzi k prechazeni molekul, pro které je membréna propustnd, skrz membranu az do
vyrovnani koncentrace uvnitt a viné¢ membrany. Membranu je tedy tieba zvolit tak, aby jeji
pory mély mensi velikost nez je velikost purifikovaného proteinu, pak protein zlstane
uvnitf dialyzaéni membrany a molekuly mensi velikosti, které mohou pfes membranu

prochdzet, difunduji ve sméru koncentra¢niho gradientu do okolniho pufru.
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Protein FOXO4 82-207 o relativni molekulové hmotnosti piiblizné¢ 16500 byl
dialyzovan pifes polopropustnou membranu o velikosti porti pfiblizné odpovidajici
velikosti proteinu s relativni molekulovou hmotnosti 14000, proti dialyzaénimu pufru
maximaln¢ 8 az 10 hodin. Do dialyza¢ni membrany bylo k roztoku proteinu navic ptidano
0,2 ml koktejlu inhibitorti proteas SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-
Free (Sigma-Aldrich Corporation, USA).

SloZeni dialyza¢niho pufru

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
kyselina citronova 50 mmol dm™ 10,59
monohydrat
Na,-EDTA - 2H,0 2 mmol dm™ 4 ml 0,5M
Na,-EDTA - 2H,0
DTT 2 mmol dm™ 031g

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci koncentrované HCI

443 Kationtové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie, je metoda umoziujici separaci latek na zaklade
jejich naboje. Kationtové vyménnou chromatografii Ize z roztoku odseparovat latky, které
v ném existuji ve form¢ kationu. Provadi se na kolon¢ obsahujici stacionarni fazi — ionex,
respektive katex, coZ je chemicky inertni nosi¢ s elektrostaticky vazanymi kationy.
Kationy katexu lze reversibilné¢ vyménovat za kationy z protékajiciho roztoku.

Aby bylo mozné purifikovat proteiny kationtové vyménnou chromatografii, museji
byt v roztoku ve form¢ kationt, toho Ize docilit volbou pufru (jeho pH), ve kterém bude
protein rozpustén. pH pufru musi byt nastaveno na hodnotu mensi nez je pl proteinu.

Pfed provedenim kationtové vyménné chromatografie byl protein rozpustén
Vv dialyza¢nim pufru, jehoz pH bylo nastaveno na hodnotu 6,3. Protein FOXO04 82-207 se
pii tomto pH vyskytuje ve formé& kationu. Teoretickd hodnota pl, vypocCitani na zdkladé

primarni struktury pomoci nastroje ProtParam na http://www.expasy.org, je pro protein

FOXO4 82-207 ptirozeny typ (WT) 10,53 a u ndmi pfipravovanych mutantli se pohybuje
mezi hodnotami 9,85 a 10,66.
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Roztok proteinu byl pfed provedenim kationtové vyménné chromatografie
ptefiltrovan ptes filtr o velikosti pérta 0,45 um.

Pro kationtové vyménnou chromatografii byla pouzita kolona obsahujici 5 ml SP
sepharosy (GE Healthcare, USA), ktera byla pfipojena k piistroji AKTAprime pro HPLC
(GE Healthcare, USA). Vystupni data byla analyzovana programem Unicorn 4.11. Kolona
byla pfed nanesenim vzorku ekvilibrovana vazebnym pufrem pro kationtové vyménnou
chromatografii. Po nastiiku vzorku byla pratokova rychlost kolonou 1,5 ml/min. Po
zachyceni proteinu na koloné¢ byl proveden oplach nejprve vazebnym pufrem pro
kationtové vyménnou chromatografii (pfiblizné tfemi objemy kolony) a poté 20% (v/v)
eluénim pufrem pro kationtové vyménnou chromatografii ve vazebném pufru pro
kationtové vyménnou chromatografii (pfiblizn€ osmi objemy kolony). Eluce proteinu byla
provedena gradientem iontové sily, kterého bylo dosazeno gradientem obsahu elu¢niho
pufru pro kationtové vymeénnou chromatografii ve vazebném pufru pro kationtové
vyménnou chromatografii a to od 20% (v/v) obsahu elu¢niho pufru pro kationtové
vyménnou chromatografii ve vazebném pufru pro kationtové vyménnou chromatografii az
po 100% eluéni pufr pro kationtové vyménnou chromatografii. Pfi eluci byly frakce

sbirdny do mikrozkumavek po 0,5 ml.

SloZeni vazebného pufru pro kationtovou vyménnou chromatografii

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
Kyselina citronova 50 mmol dm™ 10,59
monohydrat
Na,-EDTA - 2H,0 1 mmol dm™® 2ml 0,5M
Na,-EDTA - 2H,0
DTT 2 mmol dm™® 031lg

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci 10M NaOH
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SloZeni elu¢niho pufru pro kationtovou vyménnou chromatografii

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
kyselina citronova 50 mmol dm™ 105¢
monohydrat
Na,-EDTA - 2H,0 1 mmol dm 2 ml 0,5M
Na,-EDTA - 2H,0
DTT 2 mmol dm™® 031lg
NaCl 1 mol dm™® 58,4 g

doplnéno destilovanou vodou na objem 11

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci 10M NaOH

Pufry pouzivané pro kationtové vyménnou chromatografii byly ptefiltrovany pies

nylonové filtry o velikosti port 0,45 pm.

444  Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (nebo Iépe angl. size-exclusion chromatography)
je metoda dé€leni latek na zdklad¢ hydrodynamickych objemt jejich molekul. K déleni
latek dochédzi uvnitf kolony naplnéné zrnitym poréznim gelem a pufrem. Zrna gelu
obsahuji pory riiznych velikosti, do kterych mohou vnikat pouze molekuly nepfevysujici
svou velikosti (hydrodynamickym objemem) rozméry téchto pori. Béhem gelové
permeacni chromatografie dochazi k distribuci molekul obsazenych v roztoku mezi
rozpoustédlo vné zrn gelu a rozpoustédlo uvnitt téchto zrn. Pfi spravné zvolené poréznosti
gelu, jsou pro nékteré molekuly dosazitelné vSechny pory zrn gelu, pro dalsi pouze nékteré
pory a nékteré nemohou vnikat do zadnych poérd a kolonou prochazeji pouze prostorem
mezi jednotlivymi zrny gelu. Nejdéle jsou na koloné zadrzeny molekuly, pro které jsou
pfistupné vSechny pory zrn gelu, a naopak molekuly, které do pdéri zrn gelu vnikat
nemohou, jsou eluovany nejdiive. Takto jsou tedy molekuly rozdéleny podle svého
hydrodynamického objemu, nejvétsi molekuly obsazené v roztoku prochazeji kolonou
V nejkrat$im retencnim Case a nejmensi molekuly naopak v nejdel§im reten¢nim cCase.

Roztok proteinu byl pfed provedenim gelové permeacni chromatografie

zakoncentrovan na objem mensi nez 2 ml a prefiltrovan pies filtr o velikosti pért 0,45 um.
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Purifikace proteinu metodou gelové permeacni chromatografie byla provedena
pomoci piistroje AKTAprime pro HPLC (GE Healthcare, USA) s pfipojenou kolonou
Superdex 200 (10/300 GL) (GE Healthcare, USA). Kolona byla pied nastiikem vzorku
ekvilibrovana pufrem pro gelovou permeacni chromatografii a po nastfiku vzorku byla
pritokova rychlost nastavena na 0,4 ml/min. Vystupni data byla analyzovéna programem

Unicorn 4.11. Pii eluci byly frakce sbirany do mikrozkumavek po 0,5 ml.

SloZeni pufru pro gelovou permea¢ni chromatografii

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi

Tris/HCI, pH 7,5 20 mmol dm™ 20 ml 1M Tris/HCI,
pH 7,5

NaCl 100 mmol dm™ 5,84 g

Na,-EDTA - 2H,0 1 mmol dm3 2 ml 0,5M
Na,-EDTA - 2H,0

DTT 2 mmol dm™® 03lg

glycerol 10 % (w/v) 100 g

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1

Pufr pro gelovou permeacni chromatografii byl ptefiltrovan pies nylonovy filtr o

velikosti porti 0,45 pum.

445 SDS-PAGE

Pti elektroforetickych metodach dochazi k déleni latek v elektrickém poli. Nabité
Castice se vlivem elektrického pole pohybuji k opacnému poélu rychlosti, kterd je piimo
umérna velikosti jejich naboje a nepiimo umérna velikosti téchto ¢astic. SDS-PAGE je
elektroforéza provadéna v poly(akrylamid)ovém gelu (PAGE) a v denaturujicim prostiedi
silného detergentu dodecylsiranu sodného (SDS). SDS je povrchové aktivni latka, kterd se
vaze na proteiny, denaturuje je a pridéluje jim zaporny naboj, ktery piekryje jejich
pfirozeny naboj. Velikost tohoto pfidéleného naboje je pfimo iimérné velikosti proteinu.
Za takovychto podminek maji vSechny proteiny stejnou elektroforetickou pohyblivost.
Pokud SDS elektroforézu provadime v gelu, dochdzi navic k déleni latek gelovou filtraci,

tzn. na zaklad¢ hydrodynamického objemu castic. VIaknitd struktura poly(akrylamid)u
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zpusobuje, Ze veétsi Castice zaostavaji za mensimi, protoze se setkavaji s vétSim odporem
pii prachodu gelem. Vysledkem tedy je, ze SDS-PAGE déli proteiny podle velikosti
molekul a elektrické pole zde plisobi pouze jako hnaci sila pohybu ¢éstic.

SDS-PAGE byla provadéna po jednotlivych purifika¢nich krocich pro ovéfeni
pfitomnosti proteinu, zjiSténi jeho pribézné Cistoty a zjisténi eventuelni pfitomnosti
degradacnich produkti. Na zakladé SDS-PAGE byly vzdy vybrany nejlepsi frakce, které
byly bud’ slouceny a déle purifikovany, nebo byly pouzity pro experimenty.

SDS-PAGE probihala za konstantniho napéti 200 V. Byl pouzit 15% separacni a
5% zavadéci poly(akrylamid)ovy gel.

Priprava vzorku

Z kazdé¢ frakce predeslého purifikacniho kroku byl do mikrozkumavky odebran Sul
vzorek obsahujici protein, dale bylo pfidano 5 pul SDS vzorkového pufru a 10 pl
destilované vody (celkovy objem 20 pl). Takto pfipravené vzorky byly inkubovény
1 minutu pfi teploté 100 °C, ¢imZ byla zajiSténa denaturace proteinti.

Do prvni jamky byl pokazdé nanesen standard molekulovych hmotnosti Precision
Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) obsahujici smés
fragmentil o relativnich molekulovych hmotnostech 250 - 10%, 150 - 10°, 100 - 10°, 75 - 10°,
50-10% 37 10% 25 - 10% 20 - 10°, 15 - 10°a 10 - 10°.

SloZeni SDS vzorkového pufru

latka odmérené mnoZstvi

Tris/HCI, pH 6,8 0,6 ml 1M Tris/HCI, pH 6,8

glycerol 5 ml 50% (w/v) glycerol

SDS 2 ml 10% (w/v) SDS

BME 0,5 ml

bromfenolova modf 1 ml 1% (w/v) bromfenolové
modfi

destilovana voda 0,9ml
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SloZeni separacniho gelu

Rotiphorese Gel 30 6,000 ml
pufr pro separacni gel 3,000 ml
destilovana voda 2,880 ml
APS 0,100 ml 10% (w/v) APS
TEMED 0,012 ml

SloZeni pufru pro separacni gel

Tris/HCI, pH 8,8 75 ml 1,5M Tris/HCI, pH 8,8
SDS 4 ml 10% (w/v) SDS

doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml

SloZeni zavadéciho gelu

Rotiphorese Gel 30 0,500 ml
pufr pro zavadéci gel 1,000 ml
destilovana voda 2,250 ml
APS 0,045 ml 10% (w/v) APS
TEMED 0,005 ml

SloZeni pufru pro zavadéci gel

Tris/HCI, pH 6,8 50 ml 1M Tris/HCI, pH 6,8
SDS 4 ml 10% (w/v) SDS

doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml

SloZeni elektroforetického pufru

Tris/HCI, pH 8,3 50 mmol dm™
glycin 385 mmol dm™
SDS 0,1 % (w/v)
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Vizualizace geli

Pro ucely vizualizace gelt po SDS-PAGE bylo pouzito barvivo Coomassie
Brilliant Blue R 250. Gely byly nejprve inkubovany po dobu 15 minut v barvicim roztoku
pii teploté 70 °C, ¢imz doslo k navazani Coomassie Brilliant Blue R 250 na proteiny. Pro
zviditelnéni proteind bylo tfeba odbarvit gely, a to inkubaci v odbarvovacim roztoku ptes

noc. Tento proces byl urychlen zahianim roztoku k varu.

SloZeni barviciho roztoku
latka odmérené mnoZzstvi
Coomassie Brilliant BlueR250 1g
methanol 450 ml
kyselina octova 100 ml

doplnéno destilovanou vodou na objem 1 1

Slozeni odbarvovaciho roztoku

latka odmérené mnozstvi
methanol 100 ml
kyselina octova 100 ml

doplnéno destilovanou vodou na objem 11

4.4.6  Urceni koncentrace proteint

Koncentrace fiznich proteinti byly ur¢eny metodou méteni absorbance pii vinové
délce 280 nm. Jako referentni vzorek byl pouzit Cisty pufr, ve kterém byly proteiny

rozpus$tény. Koncentrace proteinii ¢ byla pocitana podle Lambertova-Beerova zakona
A=clg, 1)
kde A je absorbance, | je délka optické drahy a & je molarni absorp¢ni koeficient, ktery

byl pro jednotlivé proteiny urcen na zdklad¢ jejich primarni struktury pomoci néstroje

ProtParam na http://www.expasy.org.
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M¢éteni absorbance roztokii proteinii bylo provedeno na piistroji NanoDrop ND

1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA).

4.5 Studium interakci mezi FOX04 82-207 a DNA

Interakce mezi FOXO04 82-207 byly studovany metodami nativni elektroforéza,

staciondrni anizotropie fluorescence a rezonance povrchového plasmonu.

45.1 Priprava dvojvlaknové DNA (dsDNA) z oligonukleotidi

Jednotlivé oligonukleotidy byly rozpustény v destilované vodé a zifedény na
koncentraci 100 umol dm 3. Roziedéné komplementarni oligonukleotidy byly smichany
v ekvivalentnim mnozstvi. Ke 100 pl smési oligonukleotidii bylo pfidano 2,5 pl 1M
roztoku NaCl (vysledna koncentrace 25 mmol dm®). Smési byly zah¥aty na teplotu 70 °C
a poté byly nechany voln¢ zchladnout pifi pokojové teploté. Tento proces vedl k hybridizaci
komplementarnich oligonukleotidd a vzniku dsDNA. Vysledna koncentrace dsDNA
v roztoku byla 50 pmol dm™>. DNA konstrukty znagené fluoresceinem (FIc) (pro méfeni

staciondrni anizotropie fluorescence) byly chranény pied svétlem.

4.5.2 Nativni elektroforéza

Pfi nativni elektroforéze dochazi k déleni latek na zakladé jejich elektroforetické
mobility, kterd je pfimo umérna velikosti jejich naboje a nepfimo umérna velikosti jejich
¢astic. Této metody se vyuZziva napi. pro sledovani tvorby komplexi, v naSem piipadé
FOXO04 82-207 s DNA.

Série vzorka pro nativni elektroforézu byla pfipravena podle schématu uvedeného

v tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1 Schéma ptipravy vzorkd pro nativni elektroforézu.

slozeni
vzorek ¢ FOXO4 82-207 DNA MgClz | vzorkovy H.0
' (0.4mM) (0.05mM) (20mM) |  pufr
n/nmol Viul n/nmol | V/ul V/ul V/ul V/ul
1 2,4 6 0 0 1,55 3,9 8
2 0 0 0,4 8 1,55 3,9 6
3 0,8 2 0,4 8 1,11 2,7 0
4 1,2 3 0,4 8 1,22 3,0 0
5 1,6 4 0,4 8 1,33 3,3 0
6 2,0 5 0,4 8 1,44 3,6 0
7 2,4 6 0,4 8 1,55 39 0

Vzorky byly inkubovany 30 minut na ledu pfed pfidanim vzorkového pufru pro
nativni elektroforézu. Hotové vzorky byly naneseny do jamek 12% poly(akrylamid)ového
gelu. Elektroforéza probihala v pufru 1x TBE pfi konstantnim napéti 150 V a naddoba byla

ponoiena do vody s ledem.

SloZeni 12% poly(akrylamid)ového gelu

Rotiphorese Gel 30 4,8 ml

TBE pufr 1,2 ml 10x TBE pufru
destilovana voda 5,94 ml

APS 120 pl 10% (wiv) APS
TEMED 15wl

Slozeni 10x TBE pufru viz strana 37.

SloZeni barvy pro nativni elektroforézu

latka odmérené mnozstvi

TBE pufr 1 ml 10x TBE puftru
bromfenolova modf 10 mg
glycerol 3aml

doplnéno destilovanou vodou na objem 10 ml

Slozeni 10x TBE pufru viz strana 37.
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Vizualizace geli

Gely byly po provedeni nativni elektroforézy vizualizovany metodou barveni
stiibrem (angl. silver-staining). Stiibrné kationy V roztoku se navazi na zaporné nabité
molekuly DNA (vyskytujici se samostatné i v komplexu s proteinem) zachycené
V poly(akrylamid)ovém gelu a nasledné jsou stiibrné kationy redukovany na kovové
stiibro, které je v gelu jasné patrné.

Gely byly po ukonceni elektroforézy jednotlivé inkubovany 15 minut v 75 ml
1% (v/v) roztoku HNOj, poté byla kyselina slita a gely byly oplachnuty destilovanou
vodou. Nasledovala inkubace v 75 ml destilované vody s pridavkem 0,5 ml 30% (w/v)
AgNO;3 po dobu 15 minut. Roztok byl slit a gely byly oplachnuty destilovanou vodou a
rychle preneseny do 75 ml redukéniho roztoku. Gely byly za stdlého michani inkubovéany
v redukénim roztoku az do dostatecné vizualizace. Redukce stiibrnych kationt (a tim

vizualizace gelil) byla zastavena prenesenim gelti do 10% kyseliny octové.

SlozZeni redukéniho roztoku

latka odmérené mnozstvi

Na,COs3 - 10 H,O 75 ml 3% (w/v) roztoku
Na,S,03 6,6 ul 2,25% (w/v) roztoku
formaldehyd 37,5 ul

4.5.3  Stacionarni anizotropie fluorescence

Fluorescence je jedna ze dvou kategorii tzv. luminiscence. Luminiscence je emise
svétla jakoukoli latkou nachézejici se v elektronicky excitovaném stavu. Druhou kategorii
luminiscence je fosforescence. Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci spociva v povaze
excitovaného stavu. Fluorescence je prechod elektronu z excitovaného singletového stavu
do zakladniho singletového stavu. Elektron ve vy$S§im orbitalu mé4 opa¢ny spin nez druhy
elektron v zékladnim orbitalu. Tyto elektrony jsou tedy sparované a prechod elektronu do
zékladniho stavu je spinove povoleny a déje se rychle emisi fotonu. Rychlost fluorescen¢ni
emise je typicky 10° s a stiedni doba Zivota fluoroforu v excitovaném stavu — stiedni &as
mezi excitaci a nadvratem do zdkladniho stavu — tedy byva okolo 10 ns. Fosforescence je
emise pii prechodu elektronu z excitovaného tripletového stavu do zakladniho

singletového stavu. Tento pfechod je na rozdil od fluorescence spinové zakazany, jelikoz
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elektron v excitovaném stavu ma stejnou spinovou orientaci jako elektron v zékladnim
stavu. Rychlost emise pii fosforescenci je proto mensi (10% az 10° s™%), stfedni doba Zivota
excitovaného stavu molekul je typicky v milisekundové az sekundové skale. Absorpci a
emisi svétla a doprovodné procesy pirehledné¢ znazoriiuje Jablonského diagram, ktery je

uveden na obr. 4.2

SZ £

Vnitfni konverze

Mezisystemovy

s, T x T pfechod
\ T‘]
Ab
sorpce Fluorescence
Ny Fosforescence
A A hvg
hVA hVA h\r'p
) b
So s — =

Obr. 4.2 Jablonskiho diagram

Anizotropie fluorescence je jev, pfi kterém je intenzita emitované fluorescence
riznd pod riznymi uhly polarizace. Pokud je excitacni zafeni polarizované dochazi
k fotoselektivni excitaci molekul fluoroforu. To znamenda, Ze excitovany jsou pouze ty
molekuly fluoroforu, jejichz dipdlovy moment je v okamzZiku dopadu excitacniho zafeni
orientovany paralelné k roviné polarizovaného excitatniho zareni. A jestlize je excitacni
zéateni polarizované, bude i1 emisni zafeni polarizované. Miru polarizace tohoto emisniho

zateni (fluorescence) vyjadfuje veli€ina anizotropie fluorescence r, kterd je definovana

vztahem
I, -1
= o)
I, +21,
kde I, je intenzita emisniho zafeni orientovaného paralelné k roviné polarizace

excitatniho zafeni a |, je intenzita emisniho zéfeni orientovaného kolmo k roviné
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polarizace excita¢niho zafeni. Pro pocatecni anizotropii fluorescence daného fluoroforu r,

plati vztah

2(30052,8—1) )

°" 5 2

ze kterého vyplyva, Zze hodnota pocateéni anizotropie fluorescence daného fluoroforu

muze nabyvat maximaln¢ hodnoty 0,4. Faktor % vyjadiuje snizeni anizotropie vlivem

fotoselekce a f je uhel, ktery sviraji absorpéni a emisni transitni dipélovy moment

molekuly fluoroforu. Maximalni hodnota pocate¢ni anizotropie fluorescence muze byt
pozorovana pouze v absolutni nepfitomnosti depolarizujicich efekti. Hodnota anizotropie
fluorescence mize byt snizena riznymi jevy, jako je rota¢ni diftize molekul nebo pienos
energie. Rotacni difuze molekul je ovlivnéna velikosti a tvarem molekul a béhem doby

zivota excitovan¢ho stavu zplsobuje zménu orientace dip6li fluoreskujich molekul

Mg¢feni anizotropie fluorescence ma Siroké biochemické vyuziti, umoziuje napf.

studium asocia¢nich rovnovah biomolekul, tekutosti biomembran nebo denaturace proteinii

V této praci bylo méteni anizotropie fluorescence pouzito ke studiu DNA-vazebné
afinity proteinu FOX0O4 82-207. Jelikoz DNA ani FOXO04 82-207 nejsou fluoreskujici
molekuly, byla pro toto méfeni pouzita DNA oznacena na 5’ konci jednoho vlakna
fluoresceinem. Postup ptipravy dsDNA z oligonukleotidi je uveden v kapitole 4.5.1 na
str. 50.

Anizotropie fluorescence byla méfena ve stacionarnim moddu, tedy bez moznosti
méfit Casové-rozlisené dohasinani anizotropie. Vztahy (2) a (3) plati i pro stacionarni
anizotropii fluorescence. Kyveta pro méfeni stacionarni anizotropie fluorescence na
zacatku obsahovala 1 ml pufru pro méfeni stacionarni anizotropie fluorescence a 2 pl
50uM Fle-dsDNA (vysledna koncentrace 0,1 pmol dm®). Protein FOX04 82—207 byl do
kyvety titrovan, po kazdém piidavku proteinu byl obsah kyvety promichan a pfed méfenim
byla 1,5 minuty nechéana ustavit rovnovaha. Méfeni stacionarni anizotropie fluorescence
bylo provedeno na pfistroji Photon Couting Spectrofluorimetr PC1 (ISS, Inc. (USA),
excitatni vlnova délka byla nastavena na hodnotu 494 nm a emisni vlnova délka na

hodnotu 520 nm.
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SloZeni pufru pro méfeni stacionarni anizotropie fluorescence

vysledna koncentrace odmérené mnozstvi
Tris/HCI, pH 7,5 20 mmol dm™ 800 ul 1M Tris/HCI,
pH 7,5
NaCl 100 mmol dm™ 800 pl 5 M NaCl

Stacionarni anizotropie fluorescence (r) byla pocitana z intenzit fluorescence podle
vztahu (2). Ziskané hodnoty anizotropie fluorescence byly piepo¢itiny na hodnoty zmény

anizotropie fluorescence Ar podle vztahu

Ar = Fobs — Fmin s (4)

kde r

bs J€ pozorovana anizotropie pii dané koncentraci FOXO4 82-207 a r,, je

minimalni pozorovana anizotropie pii nulové koncentraci FOX04 82-207. Hodnoty Ar

byly poté vyneseny do grafu proti koncentraci FOXO4 82-207 (C,y roxos g2-207 ) @ Ziskand

zavislost byla proloZena rovnici

Ar _ AI’.maxcrel,FOXO4 82-207

’ ()

KD + CreI,FOXO4 82-207

kde Ar, je maximalni pozorovand zména anizotropie a K, je disociacni konstanta
rovnovahy

dsDNA:FOX04 82-207 = dsDNA + FOX04 82-207.

4.5.4 Rezonance povrchového plasmonu

Rezonance povrchového plasmonu (SPR — z angl. surface plasmon resonance) je
fyzikalni jev, ke kterému dochézi na povrchu nékterych kovili (pouziva se predevsim zlato)
pii dopadu paprsku svétla pod urcitym uhlem. Uspotadani, pii kterém dochazi k rezonanci
povrchového plasmonu, je ukdzano na obr. 4.3. Povrchové plasmony (nebo také povrchové

plasmonové polaritony) jsou elektromagnetické viny propagujici rovnobézné S rozhranim
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kovu a dielektrika, vznikaji diky oscilacim v hustoté elektronového plynu v kovovém

filmu.

povrchovy plasmon

n2
zlaty film

odrazené
svétlo

p-polarizované
svetlo

Obr. 4.3 Vznik povrchové plasmonové resonance. N; > N, a 0 je vétsi nez mezni thel, tzn.

dochazi k totalnimu odrazu. n; a n, jsou indexy lomu a 0 je thel dopadu.

Pokud dochazi na rozhrani dvou prostfedi o rozdilném indexu lomu k totdlnimu
odrazu dopadajiciho svétla, ¢ast zafeni pronikne do prostfedi o niz§im indexu lomu,
v dusledku ¢ehoz vznika exponencialné tlumena elektromagnetickd vina. S touto vinou
muze rezonovat povrchovy plasmon, coz dava za vznik jevu SPR. Diky pfenosu energie
mezi tlumenou elektromagnetickou vinou a povrchovym plasmonem se v odrazeném svétle
objevuje stin pod ur€itym uwhlem. Podminky rezonance povrchového plasmonu jsou
ovlivnény indexem lomu prostfedi na povrchu kovového filmu a ten je zavisly na
hmotnostni koncentraci molekul adsorbovanych na kovovém filmu. Mezi rezonanc¢ni
energii (Ghlu stinu v odrazeném svétle) a hmotnostni koncentraci adsorbovanych molekul
existuje linearni zavislost. V biologickych aplikacich se vyuziva toho, ze SPR signal je
velmi citlivy na index lomu prostiedi v té€sné blizkosti povrchu kovového filmu a je tedy
mozné velmi presné sledovat adsorpci molekul na kovovy povrch nebo jejich interakce
s ligandem imobilizovanym na kovovém filmu.

Me¢éfteni rezonance povrchového plasmonu bylo provedeno pfi teploté 25 °C na Cipu
NLC ProteOn Sensor Chip (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) pomoci pfistroje ProteOn
XPR36 Protein Interaction Array System (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). Na
neutravidinovy ¢ip byla navazana dsDNA s navazanym biotinem na jednom 5’ konci.
Ptiprava dsDNA z oligonukleotidt viz kapitola 4.5.1 na str. 50. dSDNA byl vazana na Cip

po dobu 2 minut pfti pratokové rychlosti 30 pl/min. Volné navazany material byl z povrchu
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¢ipu odstranén dvéma 20pl nastfiky 50mM roztoku NaOH. SPR experimenty byly
provedeny v TBS pufru pii pritokové rychlosti 50 ul/min (v asociaéni i disociac¢ni fazi
senzogramu). Pro uréeni disocia¢ni konstanty K, komplexu dsDNA:FOX04 82-207 bylo

pouZito pé&t riiznych koncentraci (200, 100, 50, 25 a 12,5 nmol dm™®) jednotlivych FOXO
82-207 proteini. Povrch ¢ipu byl regenerovan 100 pl 2M roztoku NaCl. Ze senzogrami

byly odeCteny rezonancni signaly v rovnovaze R,, pro jednotlivé koncentrace proteind.
Hodnoty R,, byly pot¢ vyneseny do grafu proti koncentraci FOXO4 82-207

(Crel, roxon 82207 ) @ ziskana zavislost byla prolozena rovnici

ReqcreI,FOXO482—207

! (6)

eq
KD + CreI,FOXO482—207

kde K, je disocia¢ni konstanta rovnovahy

dsDNA:FOX04 82-207 = dsDNA + FOX04 82-207.

SloZeni TBS pufru

latka vysledna koncentrace
T

ris/fHCI, pH 7,5 20 mmol dm™
NaCl 150 mmol dm™
Na,-EDTA - 2H,0 0,1 mmol dm"®
Tween-20 0,005 % (v/v)
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava plasmidové DNA nesouci mutatntni formy

genu pro protein FOX0O4 82-207

Celkem bylo v nasi laboratofi ptipraveno 16 ruznych vzorkd plasmidovych DNA
nesoucich vybrané bodové mutace v genu pro protein FOXO4-DBD (sekvence 82-207).
Tyto mutace uvadim v tabulce 5.1. Osobn¢ jsem pfipravovala pouze nékteré z nich a tyto

jsou v tabulce 5.1 oznaceny hvézdi¢kou a ¢ervenou vyplni.

Tabulka 5.1 Seznam nami pfipravovanych mutantti proteinu FOX04 82-207. Mutanty u

nichz jsem provadéla cilenou mutagenezi osobné, jsou oznaceny hvézdi¢kou a Cervenou

vyplni.

Mutace FOXO4 82-207

Po provedeni cilené mutageneze byla plasmidova DNA v useku kodujicim protein
FOXO04 82-207 nechana osekvenovat v Laboratoii sekvenace DNA na Ptirodovédecké
fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze. Pfitomnost spravné mutace byla poté ve vSech

sekvencich ptfekontrolovéna.

5.2 Purifikace proteini FOX04 82-207

Po expresi proteint FOXO4 82-207 nasledovala jejich purifikace, vzhledem
k velkému mnozstvi pfipravovanych proteini je v této praci dokumentovana pouze
purifikace jednoho z nich — mutantu R151A. Purifikace vSech ostatnich proteini FOXO4

82-207 byla provedena stejnym zptsobem a vysledky purifikace byly obdobné.
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Vsechny nami purifikované proteiny FOX04 82-207 jsou uvedeny Vv tabulce 5.2.
Osobn¢ jsem purifikovala 10 ztéchto proteind, tyto jsou v tabulce 5.2 oznaceny

hvézdickou a ¢ervenou vyplni.

Tabulka 5.2 Seznam nami purifikovanych proteint FOXO04 82-207. Proteiny, jejichz

purifikaci jsem provadéla osobné, jsou oznaceny hvézdickou a ¢ervenou vyplni.

Proteiny FOX04 82-207

Purifikace proteint FOXO4 82-207 se skladala ze tii hlavnich kroki — z niklové
chelata¢ni chromatografie, kationtové vyménné chromatografie a gelové permeacni
chromatografie. Dale zahrnovala také dialyzu. Po kazdém z hlavich purifika¢nich kroki
byla provedena SDS-PAGE, ktera ukéazala pomémé mnozstvi proteinu v jednotlivych
frakcich, jeho Cistotu a kvalitu (nepfitomnost degradacnich produktit).

Provedenim zvoleného purifikacniho postupu bylo dosazeno velmi dobré Cistoty a
také kvality vSech nami pfipravovanych proteini FOXO4 82-207. Béhem predchozi
optimalizace  purifika¢niho  protokolu byla zkontrolovdna primdrni struktura
purifikovaného proteinu (pfedevsim piitomnost kompletniho C-konce proteinu nachylného
k proteolytické degradaci) FOX04 82-207 metodou hmotnostni spektroskopie (bez mé

ucasti).

5.2.1 Niklova chelata¢ni chromatografie

Béhem eluce pfi niklové chelata¢ni chromatografii bylo najimano celkem 9 frakci
po 1,2 ml do mikrozkumavek. Z téchto frakci byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE. Na
zaklad¢ vizualizovaného gelu (obr. 5.1) byly vybrany frakce (v piipadé mutantniho
proteinu R151A FOXO4 82-207 frakce 2 — 4), které byly slouceny a podrobeny dal$im
purifikacnim kroktim. SDS-PAGE provedena po niklové chelata¢ni chromatografii také
ukazala, ze proteiny FOX04 82-207 ve fuzi s His-tag byly exprimovany v dostate¢ném

mnozstvi. Relativni molekulovd hmotnost nami pfipravovanych proteini FOXO4 82-207
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se pohybuje okolo hodnoty 16500 s vyjimkou mutantniho proteinu G184Stop FOX04 82—
207, ktery je zkracen na svém C-konci a jehoz relativni molekulovd hmotnost je pfiblizné
14000. Relativni molekulové hmotnosti proteini byly vypocitany na zaklad¢ jejich

primarni  struktury pomoci nastroje  ProtParam na  http://www.expasy.org.

Z vizualizovaného gelu po SDS-PAGE provedené po niklové chelata¢ni chromatografii
s mutantnim proteinem R151A FOXO04 82-207 (M, = 16492,4) je ziejmé, ze hlavni zona

odpovida zddanému proteinu.
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Obr. 5.1 Vizualizovany gel po SDS-PAGE provedené po niklové chelataéni

chromatografii s mutantnim proteinem R151A FOXO04 82—-207. Do prvni jamky zleva bylo

naneseno 12 pl standardu molekulovych hmotnosti (uvedend relativni molekulova
hmotnost fragmentil je vydélena faktorem 10%). Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky
z frakci 2 — 10 (zleva v tomto poradi). Vzorky nanaSené na gel obsahovaly 5 ul roztoku
proteinu odebraného z dané frakce po niklové chelata¢ni chromatografii, 5 pul SDS
vzorkového pufru a 10 pl destilované vody. Celkovy objem vzorkii nanaSenych na gel byl

20 pl.

5.2.2 Kationtové vyménna chromatografie

Po niklové chelatacni chromatografii byly proteiny podrobeny dialyze a nésledné
kationtové vyménné chromatografii. Béhem eluce (obr. 5.2) byly jiméany frakce po 0,5 ml
do mikrozkumavek. Z frakci 10 — 18 byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE. Po
vizualizaci gelu (obr. 5.3) byly vybrany frakce (v pfipadé mutantniho proteinu R151A
FOXO04 82-207 frakce 14 — 16), které byly posléze slou¢eny a postoupeny k poslednimu
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purifikaénimu kroku. Pokud porovname gely na obrazcich 5.1 a 5.3 je patrné, Ze Cistota

proteinu se vyrazné zlepsila.
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Obr. 5.2 Ziznam prub&hu oplachu a eluce pfi kationtové vyménné chromatografii. Modra

ktivka znazoriiuje zavislost absorbance eludtu pfi vinové délce 280 nm na case. Zelena

ktivka znazornuje teoreticky gradient iontové sily. Cervené jsou oznaceny pozice jimanych

frakcei.
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Obr. 5.3 Vizualizovany gel po SDS-PAGE provedené po kationtové vyménné

chromatografii S mutantnim proteinem R151A FOXO04 82—207. Do prvni jamky zleva bylo

naneseno 12 pl standardu molekulovych hmotnosti (uvedend relativni molekulova

hmotnost fragmenti je vydélena faktorem 10%). Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky

z frakci 10 — 18 (zleva v tomto potadi). Vzorky nanasené na gel obsahovaly 5 pl roztoku

proteinu odebrané¢ho z dané frakce po kationtové vyménné chromatografii, 5 pl SDS
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vzorkového pufru a 10 pl destilované vody. Celkovy objem vzorkl nanasenych na gel byl

20 pl.

5.2.3 Gelova permeacni chromatografie

Béhem eluce pii gelové permeacéni chromatografii (obr. 5.4) byly jimany frakce po
0,5 ml do mikrozkumavek. Z frakci 23 — 30 byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE. Po
vizualizaci gelu (obr. 5.5) byly slou¢eny pouze nejlepsi frakce (v piipadé mutantniho
proteinu R151A FOXO04 82-207 frakce 25 — 28), které obsahovaly ¢isty protein s pouze

minimélnim podilem degrada¢nich produkti.
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Obr. 5.4 Ziznam pribéhu eluce pii gelové permeacni chromatografii. Modrd kiivka

znazornuje zavislost absorbance eluatu pii vinové délce 280 nm na case. Cervené jsou

oznaceny pozice jimanych frakei.
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Obr. 5.5 Vizualizovany gel po SDS—PAGE provedené po gelové permeacni chromatografii

S mutantnim proteinem R151A FOXO4 82-207. Do prvni jamky zleva bylo naneseno

10 pl standardu molekulovych hmotnosti (uvedena relativni molekulova hmotnost
fragmenttl je vydélena faktorem 10°). Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky z frakci 23
— 30 (zleva v tomto pofadi). Vzorky nanasené na gel obsahovaly 5 pl roztoku proteinu
odebraného z dané frakce po gelové permeaéni chromatografii, 5 pl SDS vzorkového pufru

a 10 pl destilované vody. Celkovy objem vzorkli nanaSenych na gel byl 20 pl.

5.3 Srovnani vazebné afinity proteinu FOXO4 82-207
K riznym dsDNA liSicim se v sekvenci piredchazejici

hlavni vazebny motiv

Jednim z hlavnich cila této diplomové prace bylo pokusit se potvrdit ¢i vyvratit
hypotézu tikajici, Ze vyssi pocet A-T vs. C-G part v sekvenci pfedchazejici hlavni vazebny
motiv FOXO transkrip¢nich faktori usnadiiuje interakci DNA se segmentem W2 v DNA-
vazebné doméné¢ FOXO proteinti. Usnadnéni interakce by spocivalo ve zvyseni flexibility
DNA v disledku mensiho poctu vodikovych mustki mezi A-T pary. Pro sledovani
vazebné afinity proteinu FOXO4 82-207 kruznym dsDNA lisicim se v sekvenci
pfedchazejici hlavni vazebny motiv jsme si vybrali metody nativni elektroforéza a
staciondrni anizotropie fluorescence. Nativni elektroforéza je metoda poskytujici pouze
orientacni srovnani vazebnych afinit, zatimco méfenim zmén stacionarni anizotropie

fluorescence lze ziskat disociacni konstanty komplexti.
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5.3.1 Nativni elektroforéza

Pro nativni elektroforézu byl pouzit purifikovany protein FOX04 82-207 WT a

Ctyfi rizné dsDNA, jejichz sekvence jsou uvedené v tabulce 5.3.

Tabulka 5.3 Sekvence dsDNA pouzitych pii nativni elektroforéze. Oranzovou barvou jsou

oznaceny baze, kterymi se jednotlivé dsDNA lisi. Tucné je zvyraznén hlavni vazebny
motiv FOXO faktort, ktery existuje ve dvou variantach, které se 1isi v prvnich dvou

bazich; tyto jsou pro IRE motiv oznaceny zelené a pro DBE motiv modfe.

oznacdeni sekvence

5 - G CAAAACAAAAG - 3
IRE AT

3 - C GTTTTGTTTTC - 5

5 - G CAAAACAAAAG - 3
IRE CG

3 - C GTTTTGTTTTC - 5

5 - G GTAAACAAAAG - 3
DBE AT

3 - C CATTTGTTTTC - 5’

5 - G GTAAACAAAAG - ¥
DBE CG

3 - C CATTTGTTTTC - &%

Na obrazcich 5.6 a 5.7 jsou gely, ve kterych probé&hla nativni elektroforéze a které
byly nasledné vizualizovany metodou barveni stfibrem. Slozeni vzorkli nanesenych do
jednotlivych jamek gelti je uvedeno v tabulce 4.1 na str. 51. Jelikoz stiibro barvi rtizné
DNA o rizném mnozstvi A-T respektive C-G para v sekvenci, nelze srovnavat vzorky
obsahujici IRE AT se vzorky obsahujici IRE CG a stejné tak vzorky obsahujici DBE AT se
vzorky obsahujici DBE CG, Ize srovnavat pouze vzorky obsahujici IRE AT se vzorky
obsahujici DBE AT (viz obr. 5.6) a samoziejm¢ vzorky obsahujici IRE CG se vzorky
obsahujici DBE CG (viz obr. 5.7).
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Obr. 5.6 Vysledek nativni elektroforézy vzorkt obsahujicich protein FOX04 82—207 WT

a DNA obsahujici v sekvenci pfedchazejici hlavni vazebny motiv A-T pary. Jamky ¢islo 1,

2 a 9 byly pouzity pro negativni kontroly; do jamky ¢islo 1 byl nanesen samotny protein
FOX0O4 82-207 WT, do jamky ¢islo 2 byla nanesena samotna DNA IRE AT a do jamky
Cislo 9 byla nanesena samotna DNA DBE AT. Do jamek ¢islo 3 — 7 a 10 — 14 byla
nanesena dana DNA + vzrlstajici mnozstvi proteinu FOX04 82-207 WT. Jamky 8 a 15

zlstaly prazdné.
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Obr. 5.7 Vysledek nativni elektroforézy vzorka obsahujicich protein FOX04 82—207 WT

a DNA obsahujici v sekvenci pfedchazejici hlavni vazebny motiv C-G pary. Jamky ¢islo 1,

2 a 9 byly pouzity pro negativni kontroly; do jamky ¢islo 1 byl nanesen samotny protein
FOXO4 82-207 WT, do jamky ¢islo 2 byla nanesena samotna DNA IRE CG a do jamky
¢islo 9 byla nanesena samotna DNA DBE CG. Do jamek ¢islo 3 — 7 a 10 — 14 byla
nanesena dana DNA + vzrUstajici mnozstvi proteinu FOX04 82-207 WT. Jamky 8 a 15

zustaly prazdné.

Na obou vizualizovanych gelech z obrazkii 5.6 a 5.7 1ze sledovat vznik komplexu
FOXO4-DBD:DNA a zéaroven postupny ubytek volné DNA, jak piechazi do komplexu.
Srovnani vazebnych afinit je v pfipadé této metody pouze orientacni. Lze fici, Ze protein
FOXO04 82-207 WT vazal DNA obsahujici A-T pary v sekvenci ptredchazejici hlavni
vazebny motiv v piipadé IRE i1 DBE motivu s pfibliZzné stejnou afinitou a DNA obsahujici
C-G pary v sekvenci piedchézejici hlavni vazebny motiv v ptipadé DBE motivu s vyssi
afinitou nez v pfipadé IRE motivu. Vyss$i vazebna afinita FOXO proteinii k DNA
obsahujici DBE motiv nez k DNA obsahujici IRE motiv byla prokdzéana jiz v dfivéjSich
studiich . Vzhledem k tomu, ze DNA o rizném mnozstvi A-T
respektive C-G parti v sekvenci se stiibrem barvi riizné, je tato metoda nevhodna pro
porovnani vazebné afinity FOX04 82-207 WT k DNA liSicim se obsahem A-T vs. C-G

part v sekvenci prfedchazejici hlavni vazebny motiv.
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5.3.2  Stacionarni anizotropie fluorescence

Pro méfeni stacionarni anizotropie fluorescence byl v této vazebné eseji pouzit
purifikovany protein FOX04 82-207 WT a ¢tyfi rizné fluoresceinem znacené dsDNA,
jejichz sekvence jsou uvedené v tabulce 5.4. Kazdé meéfeni bylo provedeno tiikrat
nezavisle. Grafy zavislosti zmény anizotropie fluorescence (Ar) vzorku obsahujiciho
molekuly dsDNA priislusné sekvence a molekuly FOXO04 82-207 WT na relativni
koncentraci FOX04 82-207 WT (C,, roxos s2_207 ) JSOU Uvedeny na obr. 8, obr. 9, obr. 10 a

obr. 11.

Tabulka 5.4 Sekvence dsDNA pouzitych pii méfeni staciondrni anizotropie fluorescence.

OranZovou barvou jsou oznaceny baze, kterymi se jednotlivé dsDNA l1i§i. Tucné je
zvyraznén hlavni vazebny motiv FOXO faktord, ktery existuje ve dvou variantach, které se

li$i v prvnich dvou bézich; tyto jsou pro IRE motiv oznaceny zelen¢ a pro DBE motiv

modre.
oznaceni sekvence
5 — Fle - G CAAAACAAAAG - 3
Flc IRE AT
3 - C GTTTTGTTTTC - &%
5 — Fle - G CAAAACAAAAG - 3
Flc IRE CG
3 - C GTTTTGTTTTC - &%
5 — Fle - G GTAAACAAAAG - 3
Flc DBE AT
3 - C CATTTGTTTTC - &%
5 - Flc - G GTAAACAAAAG - 3
Flc DBE CG
3 - C CATTTGTTTTC - 5
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Obr. 5.8 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znacené Flc IRE AT a molekuly FOX04 82-207 WT na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 WT (C,, roxos g2207 ). V 9rafu je uvedena hodnota

K, ziskana prolozenim experimentalnich bodl rovnici (5). Graf obsahuje body ze tii

nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence Flc IRE AT je 5'-Flc-

GAAAAAAAACAAAACAAAAG-3’"; komplementarni vldkno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.9 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar ) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znacené Flc IRE CG a molekuly FOX04 82-207 WT na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 WT (C,, roxon 52207 ): V grafu je uvedena hodnota

K, ziskana prolozenim experimentalnich bodt rovnici (5). Graf obsahuje body ze tii

nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence Flc IRE CG je 5'-Flc-
GGGGGGGGGCAAAACAAAAG-3'; komplementarni vldkno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.10 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znacené Flc DBE AT a molekuly FOX04 82-207 WT na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 WT (C,, roxos g2207 ). V 9rafu je uvedena hodnota

K, ziskana prolozenim experimentalnich bodl rovnici (5). Graf obsahuje body ze tii

nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba proloZeni. Sekvence Flc DBE AT je 5'-Flc-

GAAAAAAAAGTAAACAAAAG-3’"; komplementarni vldkno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.11 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar. ) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znaéené Flc DBE CG a molekuly FOX04 82-207 WT na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 WT (C,, roxos g2207 ). V Orafu je uvedena hodnota

K, ziskana prolozenim experimentalnich bodt rovnici (5). Graf obsahuje body ze tii

nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence Flc DBE CG je 5'-Flc-
GGGGGGGGGGTAAACAAAAG-3'; komplementarni vldkno fluorescein neobsahuje.

Vysledky méfeni stacionarni anizotropie fluorescence shrnuje tabulka 5.5.

Tabulka 5.5 Vysledky méfeni staciondrni anizotropie fluorescence.

Kp/107°
FOX04 82-207
WT
Fic IRE AT 151 + 13
Flc IRE CG 560 + 39
Flc DBE AT 659 + 74
Flc DBE CG 319 + 31
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Na zakladé vysledkli méfeni stacionarni anizotropie fluorescence miuzeme fici, zZe
mnozstvi A-T vs. C-G para v sekvenci predchazejici hlavni vazebny motiv ma rizny vliv
na DNA-vazebnou afinitu proteinu FOX04 82-207 WT v piipadé DNA obsahujici IRE
motiv a v piipadé DNA obsahujici DBE motiv. Vy$$i obsah A-T vs. C-G parid v sekvenci
predchazejici hlavni vazebny motiv, a tim vyssi flexibilita tohoto iseku DNA, mé vyrazny
pozitivni efekt na DNA-vazebnou afinitu proteinu FOX0O4 82-207 WT pouze V ptipadé
vazby na DNA obsahujici IRE motiv. U DNA obsahujici DBE motiv je vliv na DNA-
vazebnou afinitu FOX04 82-207 WT opac¢ny a podstatné mensi. Zda se, ze vetsi flexibilita
DNA v oblasti ptedchazejici hlavni vazebny motiv skute¢né¢ usnadiiuje interakci se

segmentem W2 forkhead domény, ale pouze kdyz tato DNA obsahuje IRE motiv.

5.4 Porovnani DNA-vazebné afinity proteini FOXO4

82-207 nesoucich vybrané bodové mutace

Dal$im z hlavnich cild této diplomové prace bylo studium vyznamu nespecifickych
slabych interakei (zejména vodnych mustkil) pro stabilitu komplexu FOX0O4-DBD s DNA.
Pro toto studium bylo pfipraveno 16 proteini FOXO4 82-207 nesoucich rizné bodové
mutace. Pro porovnani DNA-vazebné afinity téchto proteini byla vybrana metoda
rezonance povrchového plasmonu a vysledky ziskané touto metodou byly v nékolika

ptipadech navic ovéfeny metodou stacionarni anizotropie fluorescence.

541 Rezonance povrchového plasmonu

M¢éteni rezonance povrchového plasmonu s nami pfipravenymi vzorky bylo
provedeno Mgr. Ladislavem Bumbou Ph.D. na Mikrobiologickém ustavu AV CR, v. v. i.

Pro méfeni rezonance povrchového plasmonu byly pouzity tfi rizné biotinem
znacené dsDNA vcetné jedné negativni kontroly (DNA o stejné délce s nahodnou sekvenci
neobsahujici hlavni vazebny motiv), jejichz sekvence jsou uvedené v tabulce 5.6 a
purifikované proteiny FOX04 82-207 WT a 16 riznych mutantd vcetné tii negativnich

vvvvvv

vyrazny negativni vliv na DNA-vazebnou afinitu FOX0O4 82—-207) (viz tabulka 5.7).
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Tabulka 5.6 Sekvence dsDNA pouzitych pii méfeni povrchové plasmonové rezonance.

Tuéné je zvyraznén hlavni vazebny motiv FOXO faktorti, ktery existuje ve dvou
variantach, které se 1isi v prvnich dvou bazich; tyto jsou pro DBE motiv ozna¢eny modre a

pro IRE motiv zelen¢. Sekvence SPR random slouzila jako negativni kontrola.

oznadeni sekvence

5" — biotin — GACTATGTAAACAACGC - 3
SPR DBE

3 - CTGATACATTTGTTGCG - 5
SPR IRE 5" — biotin — GACTATCAAAACAACGC - 3’

3 - CTGATAGTTTTGTTGCG - 5

5" — biotin — AACGTATGCTCTAGCCA - 3%
SPR random

3 - TTGCATACGAGATCGGT - 5

Tabulka 5.7 Seznam proteini  FOX04 82207 pouzitich pifi méfeni rezonance

povrchového plasmonu. Hvézdickou a tmavé Sedou vyplni jsou oznaCeny mutantni

proteiny, které slouzily jako negativni kontroly.

Proteiny FOX04 82-207
WT K162A
R94A N148A*  HI152A* S171A
N95A S149A N153A S172A
S101A R151A S155A G184Stop*
Y102F

Na obr. 5.12 je piiklad senzogramu ziskaného z metody rezonance povrchového

plasmonu.
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Obr. 5.12 Senzogram ziskany z metody rezonance povrchového plasmonu pro vazbu
proteinu FOXO4 82-207 WT na dsDNA obsahujici IRE motiv. Barvami linii jsou

rozliSeny rizné koncentrace proteinu FOX04 82-207 WT v méfenych vzorcich.

Na obr. 5.13 je ptiklad grafu zavislosti rezonan¢niho signalu SPR v rovnovaze

(Ry) pii vazbé FOXO4 82-207 na dsDNA na relativni koncentraci FOX04 82-207

(Crel, FOX04 82-207 )
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Obr. 5.13 Graf zévislosti rezonan¢niho signalu SPR v rovnovaze (R,,) pfi vazbé FOXO4

82207 WT na dsDNA sekvenci SPR IRE na relativni koncentraci FOX04 82-207 WT

(Cret Foxos s2_207wr )= V grafu je uvedena hodnota K, ziskand proloZenim experimentalnich

bodl rovnici (6). Uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence SPR IRE je 5'-biotin-
GACTATCAAAACAACGC-3'; komplementarni vlakno biotin neobsahuje.
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Tabulka 5.8 Vysledky méfeni rezonance povrchového plasmonu. Hvézdickou jsou

oznaceny mutantni proteiny, které slouzily jako negativni kontroly. Barvy vyplni reflektuji
relativni zmény ve vazebné afinité: ¢im je barva vyplné¢ tmavsi, tim je zména v K, (ve
srovnani s K, komplexu FOX04-DBD WT s ptislusnym typem DNA) vétsi. Modra Skala

je vyhrazena pro stfedni zmény v K, (2x — 3x) a fialova Skala pro vyrazné zmény v K,

(>4%).
Kp/107°
element
protein sekundarni | SPR IRE SPR DBE
struktury

WT 51 £+ 5 18 + 3
R94A N-konec 79 £ 8 |24 + 3
N95A N-konec 98 + 8 | 42 + 3
S101A H1 121 + 12| 38 + 4
DUV T 216 - 27 IR
S142A H4 41 + 4 | 17 £+ 3
N148A* H3 150 £ 15| 77 = 11
S149A H3 114 £ 12| 19 + 6
R151A H3 87 + 9 | 60 + 12
R151K H3 38 £+ 9|15 £ 4
His2Ar |H3
N153A H3 164 + 18 | 34 + 5
S155A H3 200 £ 31| 65 =+ 13
K162A S2 128 + 23| 54 + 8
S171A W1 60 = 7 18 + 3
S172A w1 93 + 5 |30 + 4
G184stop™ |W2

Z vysledkli méfeni rezonance povrchového plasmonu, které shrnuje tabulka 5.8, je
patrné, Ze vyznam jednotlivych kontaktl se vyrazné 1i$i a Ze i1 zruSeni pouze jediného
nespecifického kontaktu (Y102F) muize vyrazné snizit DNA-vazebnou afinitu FOXO4-
DBD. Vysledky dale ukazuji, Ze mutace v riznych ¢astech forkhead domény maji rizny
vliv na stabilitu komplexu FOXO4-DBD:DNA, napt. mutace v helixech H1 a H3 a
segmentu W2 tento komplex signifikantné destabilizuji, zatimco mutace v ohybu W1 a

helixu H4 vliv na stabilitu komplexu nemaji.
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5.4.2  Stacionarni anizotropie fluorescence

Pro méfeni stacionarni anizotropie fluorescence byl v této vazebné eseji pouzit
pouze jeden typ dsDNA znacené fluoresceinem, jejiz sekvence je uvedena v tabulce 5.9 a
purifikované proteiny FOX04 82-207 WT a 3 vybrané mutanty véetn¢ jedné negativni
kontroly (viz tabulka 5.10). Kazdé méfeni bylo provedeno tiikrat nezavisle. Grafy
zavislosti zmény anizotropie fluorescence (Ar) vzorku obsahujictho molekuly dsDNA
sekvence oznacené Flc DBE a molekuly FOX0O4 82—-207 na relativni koncentraci FOXO4
82207 (C,, roxon 82207 ) JSOU UVedeny na obr. 14, obr. 15, obr. 16 a obr. 17.

Tabulka 5.9 Sekvence dsDNA pouzité pii méieni stacionarni anizotropie fluorescence.

Tuéné je zvyraznén hlavni vazebny motiv FOXO faktort (DBE varianta).

oznadeni sekvence

5 — Flc — CTATGTAAACAACGC - 3
Flc DBE

3 - GATACATTTGTTGCG - 5’

Tabulka 5.10 Seznam proteini FOX04 82-207 pouzitych pifi méfeni stacionarni

anizotropie fluorescence. Hvézdickou a tmavé Sedou vyplni je oznaCen mutantni protein,

ktery slouzil jako negativni kontrola.

Proteiny FOX04 82-207
WT
Y102F S155A
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Obr. 5.14 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar ) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znacené Flc DBE a molekuly FOXO4 82-207 WT na relativni
koncentraci FOXO4 82-207 WT (C, roxos sr207wr )= V Orafu je uvedena hodnota K,

ziskana prolozenim experimentalnich bodu rovnici (5). Graf obsahuje body ze tii
nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence Flc DBE je 5'-Flc-

CTATGTAAACAACGC-3"; komplementarni vlakno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.15 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znadené Flc DBE a molekuly FOX04 82-207 Y102F na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 Y102F (C. roxos so-207vicee ). V Qrafu je uvedena

hodnota K, ziskana prolozenim experimentalnich bodt rovnici (5). Graf obsahuje body ze

tii nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba proloZeni. Sekvence Flc DBE je 5'-Flc-

CTATGTAAACAACGC-3"; komplementarni vlakno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.16 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar ) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znacené Flc DBE a molekuly FOX04 82-207 H152A na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 H152A (C., roxon so-207r1s2a ): V Orafu je uvedena

hodnota K, ziskana prolozenim experimentalnich bodu rovnici (5). Graf obsahuje body ze

tii nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba prolozeni. Sekvence Flc DBE je 5'-Flc-

CTATGTAAACAACGC-3"; komplementarni vlakno fluorescein neobsahuje.
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Obr. 5.17 Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence ( Ar) vzorku obsahujiciho

molekuly dsDNA sekvence znafené Flc DBE a molekuly FOX04 82-207 S155A na

relativni koncentraci FOXO4 82-207 S155A (C, roxos sr-a07sissa ).V Qrafu je uvedena

hodnota K, ziskana prolozenim experimentalnich bodt rovnici (5). Graf obsahuje body ze

tii nezavislych méfeni a uvedena chyba je chyba proloZeni. Sekvence Flc DBE je 5'-Flc-

CTATGTAAACAACGC-3"; komplementarni vlakno fluorescein neobsahuje.

Vysledky méfeni stacionarni anizotropie fluorescence shrnuje tabulka 5.11.

Tabulka 5.11 Vysledky méfeni stacionarni anizotropie fluorescence. Hvézdickou je

oznacen mutantni protein, ktery slouZil jako negativni kontrola.

Kp/107°
Fic DBE
WT 129 + 10
Y102F | 161 =+ 13
H152A* | 280 + 26
S155A | 181 + 19
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M¢étenim stacionarni anizotropie fluorescence byly v né€kolika vybranych ptipadech
ovéfeny vysledky poskytnuté metodou rezonance povrchového plasmonu. Nelze srovnavat
absolutni hodnoty disociacnich konstant K, komplexi FOXO4-DBD:DNA ziskanych
dvéma riznymi metodami, ale miZzeme porovnat trend hodnot, ktery, jak je zfejmé,

souhlasi.
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6 DISKUZE

Forkhead transkripéni faktory jsou strukturné podobné proteiny obsahujici ptiblizné
110 aminokyselin dlouhou evolu¢né konzervovanou DNA-vazebnou doménu, kterad je
znama jako forkhead doména . Existuji razné podskupiny forkhead
transkrip¢nich faktort a jednou z nich je podskupina ,,0%, do které nélezi i protein FOXO4.
Cleny podskupiny FOXO jsou soué¢asti mnoha zakladnich bun&énych procest. Podileji se
pfedev§im na kontrole metabolismu, kontrole bunééného cyklu, apoptoéze, oprave
poskozené DNA a ochran¢ vii¢i oxidativnimi stresu

Forkhead doménu FOXO faktora tvofi téi a-helixy (H1, H2 a H3), tii B-vlakna (S1,
S2 a S3) a dva flexibilni ohyby zvané ,kiidla* (z angl. wings) (W1 a W2). Hlavni DNA-
vazebnou oblasti je helix H3, ktery interaguje s velkym zlabkem DNA
Dalsi c¢asti forkhead domény, které mohou vytvaret dilezité kontakty s DNA, jsou ob¢
kiidla W1 a W2 a také N-koncovy segment . Uloha
kiidla W2 pti vazbé FOXO proteinit na DNA je nejasna. Segment W2 interaguje s oblasti
DNA na 5’ konci hlavniho vazebného motivu, kde se nachazi vétsi mnozstvi A-T vs. C-G
pard. To vedlo k hypotéze, ze vyssi pocet A-T vs. C-G paru v sekvenci DNA predchézejici
hlavni vazebny motiv miiZe usnadiovat interakci se segmentem W2

. Pro potvrzeni této hypotézy byla exprimovana a

purifikovana DNA-vazebna doména proteinu FOX0O4 a byla ur€ena jeji vazebna afinita ke
¢tyfem raznym DNA metodou stacionarni anizotropie fluorescence. Tyto DNA se liSily (i)
typem hlavniho vazebného motivu — tzv. IRE motiv (5-CAAAACAA-3') a tzv. DBE
motiv (5'-GTAAACAA-3') — a (ii) obsahem A-T vs. C-G paru v oblasti pfed hlavnim
vazebnym motivem. V pfipadné IRE motivu byla zjiS§t€na vyrazné vyssi vazebnd afinita
DNA-vazebné domény FOXO04 k DNA s vys§im obsahem A-T vs. C-G part v sekvenci
predchazejici hlavni vazebny motiv. V pifipadé DNA obsahujici DBE motiv byla situace
opacna a efekt byl zaroven mensi. Z tohoto vyplyva, ze zminéna hypotéza byla potvrzena
pouze pro DNA obsahujici IRE motiv.

Krystalova struktura komplexu DNA-vazebné domény proteinu FOX0O4 s DNA
naznacila, Ze na vazbé DNA-vazebné domény FOXO4 k DNA se specifickym zpiisobem
podileji jak piimé kontakty na baze i cukr-fosfatovou kostru DNA, tak i unikatni sit’ vodou

zprostiedkovanych interakci . Pro posouzeni vyznamnosti téchto
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interakci pro stabilitu komplexu DNA-vazebné domény FOXO4 s DNA byla pfipravena
série mutantnich forem DNA-vazebné domény FOXO4 a jejich DNA-vazebna afinita byla
zkoumana metodou rezonance povrchového plasmou. Bylo zjisténo, Ze vyznam
jednotlivych kontaktt v komplexu FOXO4-DBD:DNA se velmi 1isi. Vyrazny negativni
vliv mutaci N148A a H152A na stabilitu komplexu FOXO4-DBD:DNA byl prokéazan jiz
aminokyselin N148 a H152 vytvareji veskeré specifické kontakty s bazemi hlavniho
vazebného motivu. Zajimavé je, Ze vyznamné negativni vliv na stabilitu komplexu
FOXO4-DBD:DNA mtize mit i zruseni pouze jediného nespecifického kontaktu, jako
tomu je v ptripadé¢ mutace Y102F. Postranni fetézec Y102 vytvaii jen jednu vodikovou
vazbu s fosfatovou skupinou cukr-fosfatové kostry DNA, piesto je v komplexu FOXO4-
DBD:DNA tato vazba nepostradatelna. Z vysledki méfeni rezonance povrchového
plasmonu dale vyplyva, ze mutace v riznych ¢astech forkhead domény maji rizny vliv na
stabilitu komplexu FOXO4-DBD:DNA, vSechny aminokyseliny esencialni pro vazbu
DNA-vazebné domény FOXO4 na DNA se nachazeji bud’ v helixech H1 a H3 nebo
v segmentu W2. Také bylo zjisténo, ze vliv mutaci na DNA-vazebnou afinitu je rozdilny
v ptipad¢ DNA obsahujici IRE motiv a DNA obsahujici DBE motiv. Tento jev lze
vysvétlit jednak tim, ze v komplexech FOXO4-DBD s DNA obsahujici IRE motiv a DNA
obsahujici DBE motiv s velkou pravdépodobnosti existuji odlisné kontakty, stejn¢ jako
tomu je v ptipadé krystalovych struktur FOXO1-DBD:DNA vyftesenych pro IRE i DBE
motiv . Dalsim faktorem budou i odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti
obou studovanych DNA motivi, které pravdépodobné ovlivituji i konzervované interakce

v oblasti s odlisnou sekvenci na 5’ konci hlavniho vazebného motivu.
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{ ZAVER

Byly pfiipraveny vektory nesouci vybrané mutantni formy genu pro protein FOX04-

DBD.

Byly exprimovany a purifikovany vSechny vybrané mutantni proteiny FOXO4-DBD a

WT.

Byla porovnana vazebna afinita DBD transkrip¢niho faktoru FOXO4 k riznym dsDNA

lisicim se v sekvenci predchazejici hlavni vazebny motiv pomoci metody nativni

elektroforézy. Bylo zjisténo, ze tento metodicky pfistup neumoziiuje spolehliveé
porovnat vazebnou afinitu FOXO4-DBD k dsDNA, které se 1isi relativnim
zastoupenim A-T vs. C-G para.

Byla porovnana vazebna afinita DBD transkripéniho faktoru FOXO4 WT K riznym

dsDNA lisicim se v sekvenci ptedchéazejici hlavni vazebny motiv pomoci metody

stacionarni anizotropie fluorescence. Bylo zjisténo, ze v pfipadé vazby na DNA
obsahujici IRE motiv je DNA-vazebnd afinita FOXO4-DBD vyrazné¢ vyssi k DNA

S vétSim relativnim zastoupenim A-T vs. C-G para v sekvenci ptfedchdzejici hlavni

vazebny motiv. V pfipad¢ vazby FOXO4-DBD na DNA obsahujici DBE motiv je efekt

opacny a mensi.

Byla porovndna DNA-vazebna afinita proteini FOXO4-DBD nesoucich vybrané

bodové mutace pomoci metody rezonance povrchového plasmonu. Bylo zjisténo, Ze:

- vyznam jednotlivych kontaktti v komplexu FOXO4-DBD:DNA se vyrazn¢ 1isi a ze
zruSeni dokonce 1 jediného kontaktu mezi FOX0O4-DBD a DNA mize vyznamné
sniZit jejich vzdjemnou vazebnou afinitu

- vSechny aminokyseliny esencidlni pro vazbu FOXO4-DBD na DNA se nachazeji
bud’ v helixu H3 nebo v segmentu W2

- vliv mutaci na DNA-vazebnou afinitu je rozdilny v pfipadé DNA obsahujici IRE
motiv a DNA obsahujici DBE motiv.

U vybranych mutantt FOXO4-DBD byla jejich DNA-vazebna afinita proteind také

porovnana metodou stacionarni anizotropie fluorescence. Ziskanad data maji stejny

trend jako data ziskand metodou rezonance povrchového plasmonu.
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