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ABSTRAKT

Genetické regulaéni mechanismy genové exprese podminuji spravny vyvoj, funkci a odpovéd’ na
potieby organismu ve vztahu k proménlivym zivotnim podminkam. Jsou vSak relativn€ pomalé.
Zivotni procesy vyzadujici rychlou odpovéd’ na zmény prostiedi a metabolismu jsou z velké ¢asti
provadény na urovni proteind, predevsim jejich posttransla¢nich modifikaci a protein-
proteinovych interakci.

Cilem experimentalni prace spojené s touto disertaci bylo vyuziti modelového systému
Caenorhabditis elegans ke studiu regulace genové exprese transkripcnimi faktory ze skupiny
jadernych receptorti. Modelovy systém C. elegans nabizi velmi vykonné experimentalni
ptistupy pfedevsim v oblasti genetiky, genomiky a funkéni fenotypické analyzy. V praci spojené
s touto disertaci jsem studoval regulaci genové exprese za experimentalnich podminek z hlediska
funkéni proteomiky a zaméfil jsem se na vyuziti separanich metod a metod pokrocilé
proteomiky, pfedev§im hmotnostni spektrometrie.

V prvni ¢asti prace jsem charakterizoval jaderny receptor NHR-60 na trovni proteinu. Tento
jaderny receptor je exprimovan ve dvou proteinovych formach o velikosti 50 kDa a 64 kDa,
které jsou s riznou intenzitou detekovany v materidlu z kultur C. elegans a to pies to, Ze na
urovni mRNA je nhr-60 exprimovan ve formeé jediné mRNA odpovidajici proteinu s molekularni
hmotnosti 50 KDa. Cilem bylo poznat molekularni podstatu vyssi formy NHR-60 a jeji mozné
funkéni disledky.

Detekci NHR-60 pomoci specificky vytvotené protilatky jsem nasledné pouzil k charakterizaci
moznosti a limitaci komparativni dvoudimenziondlni chromatografie s hlavnim vyzkumnym
cilem vytvofeni metodického postupu spojeni proteomiky s ustanovenymi metodami C. elegans
k analyze kompletnich proteomtl pochézejicich z velkoobjemovych kultur C. elegans za
specidlnich experimentalnich podminek. Prace prokazala pouZitelnost dvoudimenzionalni
chromatografie k frakcionaci solubilizovatelného proteomu a jeho dalsi vyuZiti pro diferencialni
porovnani proteomutl vazanych na specifické experimentalni podminky.

V druhé ¢asti prace jsem se zaméfil na identifikaci proteinovych interakci Mediatorové
podjednotky MDT-28. Prace prokazala, Zze MDT-28 vykazuje interakce s podjednotkami
tvotficimi modul Hlavy Mediatorového komplexu C. elegans. Vysledky potvrdily spravnost
klasifikace MDT-28 jako ortologniho proteinu MED28 a vedla k odhaleni dalSich proteinti
vykazujicich afinitu k MDT-28.

Experimentalni prace spojena s touto disertaci potvrzuje velmi zasadni ptinos proteomickych
metod pro studium mechanismil regulace genové exprese.



ABSTRACT

Genetic mechanisms of regulation of gene expression form the basis for proper development,
function of organisms and their responses to variable life conditions. However, they are
relatively slow. Life processes that require a fast response to the changing environmental and
metabolic conditions are mostly executed on the level of proteins especially their
posttranslational modifications and protein-protein interactions.

The goal of the experimental work that led to the presented thesis consisted in exploitation of the
model organism Caenorhabditis elegans for analysis of regulation of gene expression by
transcription factors from the protein family of nuclear receptors. The model system C. elegans
enables very efficient experimental procedures in the field of genetics, genomics and functional
analysis of phenotypes. In the experimental work connected with this thesis, I studied the
regulation of gene expression under specific experimental conditions from the perspective of
advanced functional proteomics and I focused on the employment of separation methods and
methods of advanced proteomics, especially by mass spectrometry.

In the first part of the work, I characterized the nuclear receptor NHR-60 on the protein level.
This nuclear receptor is expressed as two protein forms with a mass of 50 kDa and 64 kDa that
are detectable in variable intensities in materials originating from individual cultures of C.
elegans, despite that nhr-60 is expressed as a single form of mRNA corresponding to the protein
with the molecular mass of 50 kDa. The goal was to characterize NHR-60 (64 kDa) at the
molecular level and its possible functions.

The detection of NHR-60 using the specific antibody was then used for characterization of the
power and limitations of two-dimensional chromatography. The main research goal was the
development of methodology for comparative two-dimensional chromatography for the analysis
of proteomes from high volume C. elegans cultures affected by specific experimental conditions.

In the second part of the work, I focused on the identification of protein interactions of the
Mediator subunit MDT-28. The results confirmed that MDT-28 shows interactions with subunits
comprising the Head module of the Mediator complex of C. elegans. The experimental work
confirmed the classification of MDT-28 as the orthologue of MED28 and revealed additional
proteins that display an affinity to MDT-28.

The experimental work connected with this thesis is in line with the very fundamental
contribution of proteomic methods for studies of mechanisms of gene expression.
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Seznam zkratek

CDKS - Cyklin-dependentni kindza

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — dvouvlaknova ribonukleova kyselina
GFP - Zeleny fluorescenéni protein

HSP - Teplem regulovany protein

HNF4 - Hepatocytarni jaderny faktor 1-alfa
HPLC - Vysokotlaka kapalinova chromatografie
nLC - Nano kapalinova chromatografie

LC - Kapalinova chromatografie

MED - Mediator

MDT - Mediator C.elegans

mRNA - Messenger RNA

MS - Hmotnostni spektrometrie

NcOR -Jaderny receptor korepresor

NHR — Jaderny hormonalni receptor

NR — Jaderny receptor

PCR - Polymerazova fetézova reakce

PF2D - Dvoudimenzionalni chromatografie

RNA - Ribonukleové kyselina



SDS - Dodecylsiran sodny
TF — Transkrip¢ni faktor
UTR - Nepiekladana oblast

VDR - Vitamin D receptor
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Hypotézy

Zivogichové (Metazoa), mnohobunééné heterotrofni organismy, se vyznaduji, oproti jinym
bunéénym forméam Zivota rychlymi reakcemi na zménu zivotni situace. Pfitom zivotni formy jsou
zésadnim zplisobem zavislé na expresi svych geni, jejich geneticky kodované informace.
Pochopeni mechanismt, které integruji momentalni zivotni situace (stav metabolismu, vyvoje a
funkce organismu a stav prosttedi) s genovou expresi by mohlo zasadné piispét k rozvoji obecného

biologického poznani regulace genové exprese.

Modelovy organismus Caenorahbditis elegans umoznuje velmi efektivni biologicky, predev§im
geneticky a genomicky vyzkum ve velmi zkriceném ¢asovém pohledu. Ctyfi larvalni stadia s
velkym poctem piesné regulovanych vyvojovych krokti probéhne béhem 72 az 96 hodin. VSechny
tyto vyvojové kroky musi probéhnout v ptesné regulaci s integraci s vyvojovymi procesy a zevnimi

podminkami.

Nasi hlavni hypotézou je, Ze existuje spojeni mezi regulacemi hlavnich regulacnich kaskad a
stavem organismu, jeho metabolismem a stavem zevnich podminek. Toto spojeni je v naSem
hypotetickém pohledu zajisténo na irovni exekucnich proteinli a mélo by byt zviditelnéno pomoci
proteomickych metod zamétenych na analyzu jadernych receptorti a s nimi fyzicky reagujicich

proteinti.

Z téchto proteint byly vybrany jaderné receptory NHR-23, NHR-60 (Kostrouchova et al. 1998;
Kostrouchova et al. 2001; Simeckova et al. 2007) a z Mediatorového komplexu, ktery
zprostiedkovava spojeni mezi jadernymi receptory a zékladni transkripéni masSinerii jeho
podjednotka MED28 (v genetickém nézvoslovi C. elegans MDT-28). Tato podjednotka byla

vybrdna z toho divodu, Ze se jednd o podjednotku evolu¢né novou, pfitomnou jen u
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mnohobunécnych organismu, ktera navic nebyla u hlistic zndma. Pfesnéji feceno, protein ortologni
k perilipinu obratlovci byl nespravné oznacCen jako ortolog MED28 (Chughtai et al. 2015;

Kostrouchova et al. 2017).

Prvni hypotézou spojenou s touto disertaci byl ptredpoklad, ze vyssi forma NHR-60 rozpoznavana
specifickou protilatkou je protein vznikajici posttranslaéni modifikaci a ze tedy proteomické
metody mohou tuto modifikaci blize charakterizovat a mohou také odhalit proteiny interagujici s

NHR-60.

Druhou hypotézou spojenou s touto disertaci byl predpoklad, Ze necilena proteomicka analyza
proteinl interagujicich s nové identifikovanym MDT-28 potvrdi asociace této podjednotky s
dal§imi podjednotkami Medidtorového komplexu a navic odhali proteiny, které by mohly

vstupovat do funkce MDT-28 a pfispivat k regulaci genové exprese zavislé na MDT-28.

Cile vyzkumné prace

Prvnim vyzkumnym cilem prace bylo proteomicky a funkcéné charakterizovat NHR-60,
protein, ktery je kddovany jedinou formou mRNA, ale ma v analyze pomoci Western blotu a cilené

vytvotené protilatky dve proteinové formy o velikosti 50 kDa a 64 kDa.

Druhym vyzkumnym cilem prace bylo proteomicky charakterizovat protein MDT-28
identifikovany jako skutecny MED2S8 hlistic a urcit proteiny, se kterymi MDT-28 preferencné

interaguje.
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Vysledky a zavéry vyzkumné prace

1. Vysledky prvni ¢asti prace ukazaly, Ze protein NHR-60 je velmi pravdépodobné posttranslacné
modifikovan pfi zapojeni stresovych podminek. Ve spojeni s dalS$i analyzou exprese
pravdépodobnych jadernych receptorti ve sméru regulacni kaskady vysledky predkladané prace
naznacuji, ze posttranslacni modifikace NHR-60 je pravdépodobné spojena s jeho inaktivaci nebo
pieménou na proteinové urovni s naslednym rozpadem nebo pfeménou v jinak funkcni protein

(naptiklad repressor).

Na zékladé téchto nalezii je mozné navrhnout koncept, ve kterém jeden z proteind ze
skupiny zmnozenych jadernych receptorti C. elegans integruje regulaci gent ve sméru regulaéni
kaskddy v zavislosti na posttranslaéni modifikaci regulované stresovymi podminkami.
Pravdépodobné se jedna o novou uroven regulace, ktera by mohla byt soucésti evoluéniho tlaku,

ktery vedl ke zmnozeni jadernych receptort C. elegans.

2. Analyza frakcionace NHR-60 metodou dvoudimenzionalni chromatografie dale prokazala
potencial reproducibilné frakcionovat komplexni proteom soubornych kultur C. elegans a
umoznila pouZziti komparativni dvoudimenziondlni chromatografie pro analyzu proteomi za

specidlnich experimentalnich podminek.

3. Vysledky treti ¢asti prace potvrdily preferen¢ni interakce MDT-28 (F28F8.5) s mediatorovymi

podjednotkami tvoficimi modul hlavy Mediatorového komplexu. Tyto vysledky dale validuyji

vvvvvv

sveéd¢i pro zapojeni orthologh MED28 v modulu hlavy Mediatorového komplexu.
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1. UVOD

1.1. Regulace genové exprese

Bunééné organismy jsou z ptevazujici ¢asti tvofeny proteiny, které tvoti jejich strukturu a
zajistyuji jejich funkce jako zZivych organismii. Dalsi velkou molekularni frakei zivych organismu
je jejich geneticky materidl, ktery je tvofen a podminovan nukleovymi kyselinami, pfedev§im
DNA. Soucasny svét bunécnych organismi je zdsadnim zptisobem zavisly na regulované expresi
geneticky kdédované informace ve strukturalni a jinak funk¢éni proteiny. Exprese genetické
informace, piepis informace z genetického kodu ulozeném v DNA do mRNA, kterd je dale
prekladana do proteint. Prepis DNA je zajistovan trankripéni masinerii a je zasadnim zptisobem
regulovan (Piras et al. 2012). Obecné je pfijato déleni na transkripci probihajici stale, presnéji
feceno méng zfetelné regulované a transkripci regulovanou transkripénimi faktory (Hawkins et al.
2018). Ty jsou definovany jako proteiny, které¢ vazi regulac¢ni sekvence v genetickém materialu,
predevsim v promotorech geni (hlavnich regula¢nich ¢asti genil) a ovliviiuji troven jejich prepisu

do mRNA DNA dependentni RNA polymerazou II pozitivné nebo negativné.

Transkripéni faktory vSak neprovadéji tuto regulaci sami, ale naopak ve spolupraci s
dal§imi proteiny, které se na n& fyzicky vazi a prenaseji jejich regulacni potencial k zékladni
trankripéni masinerii. Tyto proteiny zasadné& ovliviiuji trankripci, ale nemajici schopnost vazat
regulacni sekvence v DNA a jsou klasifikovany jako transkripéni kofaktory a podle toho, jestli
transkripci aktivuji nebo naopak inhibuji jsou nazyvéany transkripénimi koaktivatory nebo
korepresory. Casto vSak maji funkce obé a tato vlastnost je dale regulovana (Bhattacharjee et al.

2013).
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1.2. Jaderné receptory jako modelové priklady regulované genové exprese

Zivogichové, mnohobuné&éné heterotrofni organismy také klasifikované jako Metazoa, se
od ostatnich mnohobuné¢nych organismi, tedy predevs§im rostlin odlisuji tim, Zze maji nékteré pro
n¢ specifické skupiny transkripénich faktori (Wang and Nishida 2015). Mezi tyto TF specifické
pro zivocCichy patfi jaderné receptory, modularni proteiny, které vazi specifické sekvence v
genetickém materidlu a pfenasi regulacni potencidl smérem k trankripéni maSinerii. Jejich
modelovy vyznam je umocnén tim, ze dalSi ¢ast jejich molekuly v mnohych ptipadech ma
schopnost vazat specifické nizko molekularni vétSinou hydrofobni molekuly a v dasledku této
vazby nebo jeji absence regulovat cilové geny pozitivné nebo negativné. Skute¢nost, ze nékteré
jaderné receptory vazi kofaktory s trankripci aktivujici schopnosti a pfi absence této vazby
kofaktory s represivni schopnosti genové exprese prispéla k identifikaci koaktivatori typu
CBP/p300 a korepresorti typu NCoR1 a NCoR2. Poznani téchto mechanismii vyplynulo z nékolik
dekad intenzivniho molekularné biologického vyzkumu (ptehledné prezentovano v (Evans and

Mangelsdorf 2014)).

Jaderné receptory se déli podle soucasné piijaté klasifikace na 9 podskupin (Nuclear Receptors
Nomenclature 1999). Toto déleni sice vychéazi ze sekvenéni analyzy jadernych receptori, ale
pravdépodobné velmi dobfie vystihuje jejich evoluci Laudet a mechanismy, které byly vyvinuty k
roz$ifeni regulacnich funkci nutnych pro zajisténi vyvoje diverzifikovanych Zivo€isnych forem

(Kostrouchova and Kostrouch 2015).

Z pohledu experimentdlnich dat prace podminujici tuto disertaci je dulezité déleni
jadernych receptort na 4 zékladni typy, z nichz Typ I je charakterizovan mimo jiné tim, Ze je ve

stavu bez ligandu lokalizovan v cytoplazmé, kde je asociovdn s cytoplazmaticky proteiny,
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piredevsim HSP70 a HSP90 (Mangelsdorf et al. 1995; Novac and Heinzel 2004). Po navazani
ligandu jsou tyto receptory (pifedevsim estrogenni receptory, androgenni receptor, progesteronovy
receptor mineralokortikoidni receptor a glukokortikoidni receptor) z této vazby uvolnény a jsou
transportovany do jadra, kde dale plni svou transkripcni funkci. Hlavnim proteinem interagujicim
s témito receptory je HSP90 (Heat shock protein 90). Heat shock protein tvoii skupinu evolu¢né
zachovalych proteini zahrnujici 6 proteinovych rodin (Hsp110 (HspH), Hsp90 (HspC), Hsp70
(HspA), Hsp40 (DNAJ), malé Hsps (HspB) a malé molekularni chaperony (chpaerons) HspD/E a
CCT. Nékteré z téchto proteinil jsou exprimovany konstitutivng, jiné jsou indukovany stresovymi
podminkami. Nékteré z téchto proteinii jsou exprimovany velmi vyznamné. Hsp90 a HSP70
mohou tvofit az 2% celkového proteinu za normalnich podminek a az 4% za stresovych podminek
(Dhamad et al. 2016). HSP90 a HSP70 zabranuji transkripcni funkci téchto jadernych receptort,
ale zaroven je ochranuji po omezenou dobu proti degradaci, kterou vSak také ve spojeni s dalSimi
bunécnymi impulzy za urcitou dobu naopak stimuluji (Dhamad et al. 2016) a vedou tak k degradaci

jadernych receptori této skupiny pti nizké hladin€ jejich ligandi.

1.3. Jaderné receptory C. elegans

Genom Caenorhabditis elegans zahrnuje 284 genli kddujicich jaderné receptory. To je
pocet, ktery se vymyka z rdmce ostatnich druhtli se zndAmym genomem a to i v ramci kmene hlistic,
které maji zvySeny pocet geni jadernych receptorii. Zmnozené receptory jsou pomérné casté, ale
vétSinou se to tyka rtiznych podskupin (anglicky subfamilies) receptort. V druhu C. elegans jde o
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multiplikaci genii pravdépdobné primarné odvozenych od HNF4. HNF4 je jeden z evolucné
zachovalych jadernych receptorti podskupiny NR2 a je pravdépodobné nejbliz§im homolognim
genem puvodniho jaderného receptoru, ktery existoval v Casové blizkosti zaCatku evoluce
zivocichi. V genomu C. elegans je téchto receptort piibuznych HNF4 asi 260 (Kostrouchova and
Kostrouch 2015). Jeden znich, NHR-60, vykazuje v identifikaci protilatkou velmi zvlastni
lokalizaci v okoli jaderné obalky. Protilatkou rozpoznavany protein na urovni Western blotu ma
nejméné dvé rizné velikosti, odpovidajici asi 50 kDa a 64 kDa. NHR-60 je v regulacni ose
jaderného receptoru NHR-23 pod timto receptorem, ktery je ptibuzny retinoidnim receptorim
(Simeckova et al. 2007). Podstata dvoji proteinové formy NHR-60 ani jeho pravdépodobné

interagujici proteiny znadmy nejsou.

NHR-23 je velmi vyznamny jaderny receptor hlistic, ktery se kritickym zptisobem
uplatiiuje v regulaci prechodt larvalnich stadii a svou vyraznou funkci je obdobny thyroidnim
receptoriim obratlovcli. Na rozdil od nich v§ak nema zndmy ligand (Kostrouchova and Kostrouch

2015).

1.4. Regulac¢ni osa NHR-23

Regulaéni osa NHR-23 zahrnuje kolagenni geny, metabolické geny, vyvoj regulujici geny
piibuzné proteinim Hedgehog a jaderné receptory NHR-91 a NHR-60. NHR-60 je exprimovan ve
stejnych bunikach jako NHR-23 a miize byt regulatorem dalSich jadernych receptorti (viz. schéma
nize Obr.1.) v regulacni kaskad¢ toho jaderné¢ho receptoru (Kostrouch et al. 1995; Kostrouchova

et al. 1998; Kouns et al. 2011).
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Existence dvou proteinovych formem NHR-60, které¢ by mohly mit diillezity vyznam pro jeho dalsi

funkce, vSak neni blize vysvétlena.

NR1F (NHR-23)
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o /
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I
procesy . (N HH._'EU}
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¥ '-,'
I".
Pribuzné geny ,

Vybrané cilové kandidatni jaderné receptory

rnhr-180. nhr-134, nhr-1, nhr-59, nhr-57, nhr-121, nhr-55,
nhr-14, nhr-274, nhr-205, nhr-126, nhr-114, nhr-d3 and nhr-17

Obr.1 Regulacni osa jaderného receptoru NHR-23 (modifikovano z publikace (Kostrouchova and

Kostrouch 2015)).

1.5. Mediatorovy komplex

Studie provadéné na kvasinkach a na transkripcnich faktorech Zivoc¢isnych bunék vedly k
identifikaci vétsiho poctu (ptiblizné 100) dalSich proteinti ucastnych v regulaci genové exprese.
Ne&které z nich, asi 20 u kvasinek a 30 v zivociSnych buinikach se ukazaly byt molekularnimi
ortology sklddajicimi funk¢éné obdobny, nebo shodny komplex, ktery zprosttedkovava pienos

informace z trankrip¢nich faktorti k trankripéni masinerii. Skute¢ny pocet interagujicich protein se
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tak snizil na 25 az 35 proteina skladajici jeden evolu¢né zachovaly komplex (Bourbon et al. 2004;

Bourbon 2008).

Tento regula¢ni komplex nazyvany Mediatorovy komplex, nebo jen Medidtor, je v
soucasné dob¢ cilem intenzivnich studii zamétenych na molekularni charakterizaci regulace
genové exprese. Je to predevsim z toho divodu, Ze je pravdépodobnym molekularnim uzlem, do
kterého se soustfed’uji dostfedné mechanismy regulace genové exprese pochdzejici z bunécnych

regulacnich kaskad.

V $irSim pohledu se regulac¢ni kaskddy mohou promitat na uroven riznych proteint
ucastnych v genové expresi a integrovat tak signaly z transduk¢nich kaskad s regulaci genové
exprese zajiStovanou trankripénimi faktory a s nimi interagujicimi protein (ptehledné pro

modelovy organismus Caenorhabditis elegans prezentovano v (Grants et al. 2015)). Mediatorovy

wrve

signalt véetné dalSich signala ze strukturdlniho stavu diferencovanych bunck.

1.6. Struktura mediatorového komplexu na molekularni urovni

Soucasna predstava medidtorového komplexu je schematicky prezentovana v nasledujicim

schématu.
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Obr. 2 Schématické znazornéni Mediatoru Zivocichii. Mediator je tvofen Ctyfmi
zékladnimi moduly, moduly hlavy, téla, ocasu a CDK modulu. U ¢ty podjednotek (podjednotek
23, 25, 26, 28 a 30) neni sterické zapojeni jeSté dostate¢né prokdzano. Zpracovano podle
(Soutourina 2018). Klasifikace jednotlivych podjednotek Medidtorového komplexu vSak zatim
neni pfesné ustanovena. V nékterych dalSich souhrnnych publikacich je velka podjednotka
MED14 fazena do Modulu téla a je povaZzovéana za molekularni kostru celého Mediatorového

komplexu (Yin and Wang 2014).

Medidtor mé pravdépodobné modularni strukturu rozdélenou na ¢tyii zékladni moduly,
modul hlavy, t€la, ocasu a CDK8 modul. CDK8 modul mize byt od ostatnich podjednotek
odd¢len a vznika pak mensi Mediatorovy komplex, ktery je ve vétSiné dokumentovanych
piipadi transkripcné aktivni. CDK8 modul je tak ve vétSing ptipadu, ale ne vzdy, modulem

inhibujicim transkripéni funkci celého Mediatoru a hlavnim modulem integrujicim negativni
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signaly transdukcnich kaskad (Jiang et al. 1998; Asturias et al. 1999; Dotson et al. 2000;
Bourbon 2008; Tsai et al. 2014; Allen and Taatjes 2015; Harper and Taatjes 2017; Soutourina
2018). Mediatorovy komplex kvasinek Saccharomyces cerevisiae zahrnuje mensi pocet
podjednotek nez Mediatorovy komplex mnohobunéénych organismi (Soutourina 2018). Ctyfi
podjednotky, a to konkrétné MED23, MED25, MED26, MED28, jsou pravdépodobné evolu¢né
nové a spojené s evoluci diferencovanych bun¢k a tkani. Strukturni studie navrhly existenci
zékladniho Medidtorového komplexu zahrnujiciho pouze nékteré podjednotky modulii hlavy a
téla (Asturias et al. 1999; Dotson et al. 2000; Mathur et al. 2011; Robinson et al. 2012; Robinson
et al. 2015; Robinson et al. 2016; Verger et al. 2019). Strukturni studie navic ukazala, ze
Mediatorové komplexy asociované s jednotlivymi transkripénimi faktory zahrnujicimi SREBP,
VP16, TR, VDR a p53 maji odliSnou sterickou konformaci (Poss et al. 2013).

V soucasné dobé neni rozhodnuto, jestli existuji formy Mediatorového komplexu s
ur¢itymi podjednotkami vdzanymi na specifické transkripci regulujici funkce (Allen and Taatjes
2015). Nicméné u kvasinek byly popsany linie s chybé&jicimi podjednotkami, které byly
zivotaschopné v laboratornich podminkach. Naproti tomu podjednotky Med17 and Med21 byly
nutné pro Siroké spektrum genové transkripce (Thompson and Young 1995; Holstege et al.
1998). Chybéni jednotlivych podjednotek Med1, Med2, Med3, Med5, Med9, Med15, Med16,
Med18, Med19, Med20, Med31, nebo podjednotky skladajici CDK modul ( v nomenclature
Saccharomyces cervisiae podjednotky Med12 (srb8), Med13 (srb9), stb10 (CDKS8)a srbll)
nezabranilo mutovanym liniim pfezit za laboratornich podminek (Dettmann et al. 2010).

V jinych studiich provedenych na kultivovanych kvasinkach (Robinson et al. 2016) nebo
HeLa bunikach (Paoletti et al. 2006; Tsai et al. 2014) byly precipitovany Mediatorové komplexy

se stabilnim pomérem podjednotek svéd¢icim pro existenci Mediatorového komplexu s

23



konstantnim po¢tem podjednotek (Paoletti et al. 2006). Nicmén¢ studie zaméfené na
charakterizaci Mediatorovych komplext v nadorech svéd¢i pro existenci Mediatorovych
komplexti s mensim nebo vétSim zastoupenim urcitych podjednotek (Bragelmann et al. 2016;

Syring et al. 2016).

1.7. Mediatorova podjednotka MED28

Mediatorova podjednotka MED28 m4 zvlastni vyznam z hlediska projektu zamétené¢ho
na mozné funkéni spojeni mezi strukturnim stavem buiiky a regulaci genové exprese pro jeho
prokazanou dvoji lokalizaci s dvojim odlisnym funkénim vyznamem. Prvni funkce je jaderna
jako mediatorova podjednotka (Sato et al. 2004; Beyer et al. 2007) a druha funkce je
cytoplazmaticka na Grovni cytoskeletonu, kterd je spojena s regulaci bunéénych funkci proteiny
Grb2 a NF2 (Gonzalez-Agosti et al. 1996; Wiederhold et al. 2004; Lee et al. 2006; Lu et al.
2006; Huang et al. 2012). To dava predpoklad, Ze asociace s proteiny, které zprostiedkovavaji
cytoplazmatické funkce a jejich dal§imi interaktory, by mohla byt také zapojena do regulacnich
funkci jadernych, za ptedpokladu, Ze priméarné cytoplazmatické proteiny se na zaklade jejich
funkéniho nadbytku pfesunou z cytoplazmy do jadra. V takovém ptipadé by se uplatnily
asociacni konstanty vazby jednotlivych proteinti v alternativnich komplexech a jejich lokalni
koncentrace.

Piedchdzejici studie nasi laboratote detekovala a funkéné charakterizovala ortholog
MED28 v modelovém organismu C. elegans, MDT-28 (Kostrouchova et al. 2017). To otevielo
moznost dalSich studii zamétenych na regulacni potencidl MDT-28 v modelovém systému, ktery
umoziiuje molekularné biologické a vyvojové analyzy na urovni celého organismu, po celou

dobu jeho vyvoje a zivota.
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1.8. Modelovy organismus Caenorhabditis elegans

Biologicky modelovy systém C. elegans je velmi vykonny nastroj vyvojové a molekularni
biologie. Byl prvnim mnohobunéénym organismem, jehoz genom byl kompletn¢ sekvenovan a
uvolnén do genetickych databazi. Nasledn¢ se stal jednim z vedoucich projektid v komplexni
biologii. Tento systém vyuziva digitalizaci a velmi pokrocilou informatiku k ukladani veskerych
digitalizovatelnych dat a vyrostl do souboru propojenych databazi zahrnujiciho genové databaze,
odvozené databaze predpovéditelnych genii, databazi paralelné sekvenovanych dat exprimomu,
exprimovanych isoforem mRNA, vaznych mist velkého mnozstvi zndmych transkripénich faktort,
mutaci, polymorfismi, navozenych ztrat funkci predpovézenych gent, databazi expresnich vzorct
proteint sledovanych pomoci transgennich technik a velkého mnozstvi dalSich experimentalnich

dat (dostupné v databasi WormBase https://www.wormbase.org vcetné citovatelnych literarnich

pramend http://www.wormbook.org/).

Modelovy systém C. elegans byl velmi GspéSné pouzit ke studiu vyvojovych regulacnich
cest, pochopeni fizené bunécné smrti a detailni analyzy lokalizace a funkce jednotlivych proteint
pomoci transgennich technik s vyuzitim fluorescen¢nich proteint. Tento systém je nyni velmi
uspéSné vyuzivan pro studium fizené genové exprese a jejiho spojeni s regulaci vyvoje a

metabolismu (Reinke et al. 2013).
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1.9. Proteomické metody

Hmotnostni spektrometrie je vykonnd metoda analytické chemie. V modifikacich
schopnych analyzovat a sekvenovat protein je nezastupitelna v molekuldrni biologii a umozinuje
vybérem nezatiZzenou analyzu proteinovych frakci a smési. Siroké vyuZiti proteomickych metod
umoznuje dopliovat soubory biologickych dat o paralelni pokryti na tirovni proteinid (dostupné v

databazi ExPaSy https://www.expasy.org/). Jako ptiklad mapovani proteinti isolovanych ze

subcelluarnich ~ organel ve spojeni s analytickym urenim protein pomoci hmotnostni

spektrometrie lze uvést analyzu jadérkovych protein (https://world-2dpage.expasy.org/swiss-

2dpage/protein/ac=P68371; (Scherl et al. 2002)).
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2. Metody

2.1. Pouzité linie C. elegans a jejich kultivace

Pro anlyzu exprese NHR-60 byly vyuzity organismy C. elegans oznaované jako divoky
typ (Wild type, N2) ziskané z Caenorhabditis Genetic Center, University of Minnesota (Madison,
MN, USA), které byly kultivovany podle ustanovenych laboratornich podminek (Brenner 1974)
jako smiSené kultury nebo kultury synchronizované standardnim laboratornim postupem (Zhang
and Kuhn 2013). K analyze NHR-60 imunoprecipitovaného nezavislou protilatkou byla vytvorena
transgenni line C. elegans nesouci extrachromosomalni konstrukt (arrays) tvofeny promoterem
fizenym teplotnim Sokem (na zaklad¢ vektoru pPD49.78), celou genovou sekvenci nhr-60 véetné
intrond pied kterou byla vlozena sekvence kodujici pro N-terminalné ptipojeny peptid FLAG a
zakoncenou 3" neptekladanou oblasti prevzatou z genu unc-54. Konstrukt dale obsahoval selek¢ni
marker rol-6 zptisobujici rol fenotyp. K indukei syntézy transgenu byl vyuzit teplotni Sok 30 minut

pii teploté 34° C.

2.2. Charakterizace NHR-60 na proteinové urovni

Z kultur C. elegans péstovanych v Petriho miskach na médiu obsahujicim 2% Agar s NGM
(Nematode growth medium) médiem a pokrytych vrstvou E. coli (linie OP50) byly hlistice smyty
do 1.5 ml aliquotli deionizovanou vodou, centrifugovany po dobu 2 min. pii xx xg (3000 rpm
Hettich, priimér rotoru 12.5 cm), supernatant odsat a ziskany material byl resuspendovan ve 2x
SDS Laemmli pufru (Laemmli 1970), ptiveden do 98° C, inkubovén po dobu 5 min. Koncentrace
proteinu byla zméfena pomoci BCA metody (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) s korekci
metody odectenim hodnot ziskanych samotnym SDS pufrem. Proteiny byly separovany pomoci

elektroforézy (Mini-Protean I, Hercules, Bio-Rad, CA, USA), blotovany na nitrocelulozovou
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membranu a vysetieny pomoci protilatek vytvotrenych proti NHR-60 (Simeckova et al. 2007) nebo
monoklonalnimi protildtkami vytvoienymi proti peptidu FLAG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Jako sekundarni protilatky byly pouzity protilatky oznacené peroxidazou (Gio-Rad,
Hercules, CA, USA). Ty byly vizualizovany pomoci chemiluminiscence podobné jako v

publikované praci (Simeckova et al. 2007)

Analyza NHR-60 pfi stresovych podminkach

Jako stresové podminky byly pouzity jednak kultivace pfi snizeném mnoZzstvi potravy a
velké densité hlistic v jednotlivych kulturach. Druhym typem navozeného stresu byl teplotni Sok,

stejny jako pfi pouziti pro indukci transkripce z promotori ovladanych teplotnim Sokem.

2.3. Princip analytickych metod pouzitych v experimentalni praci vedouci k této disertaci

2.3.1. Separace proteini z proteinovych smési ziskanych z velkoobjemovych kultur C.elegans

pomoci dvoudimenzionalni chromatografie

K identifikaci proteintli z proteinovych smési jsou pouzivany predevsim piistupy zahrnujici
dvoudimenzionalni elektroforézu vétSinou s prvnim rozmérem spocivajicim v elektrofokusaci a
druhym rozmérem spocivajicim v denaturujici SDS gelové elektroforéze s pouzitim rtiznych
ptechazejicich metod zamétenych na snizeni mnoZstvi protein v plivodni smési. Tyto metody byly
vypracovany do velkych detaill a umoZnily identifikaci velkého mmnoZzstvi proteinii ve

specifickych frakcich. Tyto pfistupy vSak maji také sva experimentalni omezeni odvozené od
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relativné malého mnozstvi proteinu, které je mozné v individualnich experimentech analyzovat, v
neschopnosti identifikovat proteiny, které nedavaji chromatografick¢ skvrny ve druhych
rozmérech a predevSim v nutnosti pouziti inicialni separacni metody ke snizeni mnozstvi

proteinovych druht 1 celkového proteinu.

Metoda dvoudimenzionalni chromatografie pouzitd v praci vedouci k této disertaci
predstavuje alternativni piistup, ktery tato omezeni nema. Je zaloZena na pievedeni relativné
velkého mnozstvi proteinli vychoziho materidlu do solubilni proteinové smési pomoci

vysokomolekularniho roztoku mocoviny.

Kvantifikované experimenty, které¢ provedl predkladatel této disertace ukazaly, Ze tento
piistup pfevede piiblizn€ 90% vychoziho materidlu obsahujiciho kompletni organismy C. elegans

do primarni solubilni frakce.

Tato frakce je vSak v nami pouzité metodé¢ také ¢astecné ochuzena o molekularni slozky s
molekularni hmotnosti mensi nez pfiblizné 9 kDa, v ptfipad¢é proteinli menSich neZ protein s
pfiblizné 80 aminokyselinami. Tento krok je nutny k odstranéni vysokého obsahu soli ve vzorcich.

Mohl by vsak byt nahrazen jinou metodou v pifipad€ nutnosti analyzovat malé proteiny.

Cely systém je zaloZzen na komercéné ziskaném pfistroji Beckman Coulter ProteomeLab PF2D
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), ktery se sestava ze dvou specificky upravenych systémi
HPLC spojenych vloZzenym kolektorem frakei a soucasnym injektorem frakci do druhého rozméru

Separace.

Prvni ¢ast systému déli proteiny na zakladé chromatofokusace — €ili na zdkladé jejich povrchového
naboje a affinity ke stacionarni fazi za specifickych podminek urCovanych mobilni fazi s
proménlivym pH a nasledné se vzristajici koncentraci NaCl, coz od pH 6,5 plni stejny ucel jako
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dalsi snizovani pH. Na zaklad¢ této separace jsou ze systému vyplavovany frakce proteinti podle
jejich molekularné lokalniho povrchového naboje a afinity ke stacionarni fazi s nejdiive

uvoliiovanymi bazickymi proteiny a nakonec siln¢ acidickymi proteiny.

Primérni frakce jsou pak separovany v druhém systému zalozeném na HPLC s reverzni fazi (HPRP
— High Performance Reversed Phase Chromatography), ktery separuje proteiny na zékladé jejich
hydrophobicity. Systém je pak doplnén sbéracem frakci FC 204 (Gilson, Inc., Middleton, WI,
USA) umoznujicim automaticky sbér vice nez 1200 sekundarnich frakci. V uspofadani pro
komparativni dvoudimenzionalni chromatografii pak systém analyzuje obsah proteinl v
jednotlivych frakcich na zakladé spektrometrické UV detekce pii vinové délce 214 nm (s
maximem absorbance zamétenym na peptidickou vazbu) a porovnava spektrometrické hodnoty ve

srovnavanych proteomech pomoci pocitacovych programti 32Karat, ProteoVue and

DeltaVue, které (posloupné) umoznuji ovladani systému, analyzu ziskanych frakci a jejich
vzajemné kvantitativni porovnani. Indvidualni frakce pak byly analyzovany opomoci Western
blotu pro charakterizaci celého systému na zakladé sledovani NHR-60 specifickou protilatkou
nebo na detekci diferencidlné exprimovanych proteini naslednou LC/MS/MS (liquid
chromatography — tandem mass spectrometry) s vyuZitim natraveni tryopsinem separace LC (s
kolonou Magic-C18 (0.180 x 150 mm, 200 A5 pum — Michrom Bioresources, Auburn, CA),
naslednou gradientovou eluci a hmotnostni analyzou provedenou na ptistroji LCQDECA Ion Trap
Mass Spectrometer (ThermoQuest, San Jose, CA, USA) spojenym s iontovym zdrojem
(Nanoelectrospray Ion Source). Hmotnostni spektra byla analyzovéana programem SEQUEST™ g
napojenim na databazi SwissProt. Detaily jsou uvedeny v ptiloZené publikaci (Kostrouch et al.

2014).
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2.4 .Metody pouzité v analyze intracelularniho rozloZeni editovaného mdr-28 exprimujiciho
GFP::MDT-28 a transgennich linii C. elegans nesoucich exprachrosomailni konstrukty

exprimujici MDT::GFP

2.4.1.Editované a transgenni line

Tti linie C. elegans exprimujici zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) byly pouzity jako
vychozi material pro imunoprecipitaci s vyuzitim GFP jako epitopu. Jedna linie exprimujici
samotny GFP byla pouZita jako kontrolni material k odliSeni proteintl, které se vazi na povrch
neadsorbovanych agardzovych mikropartikuli nebo na GFP. Jako experimentalni protein byly
pouzity dv¢ linie, jedna s editovanym genem mdt-28 vedouci k expresi MDT-28 s ptipojenym GFP
na N-konci MDT-28 a druha exprimujici MDT-28 s pfipojenym GFP na C-konci MDT-28. Druha
transgenni linie byla pfipravena ve form¢ extrachromosomalniho konstruktu (extrachromosomal
arrays). Expresni vzorec téchto linii je popsan v pfipojené publikaci (Kostrouchova et al. 2017).

Plivodni popis linii je v publikaci (Kostrouchova et al. 2017).

Zkracena charakterizace linii je nasledujici:

1. Linie KV4 (8419) nesouci editované alely F28F8.5 do formy gfp::F28F8.5 v jejich normalni

genomicke lokalizaci Prasrs s5(V:15573749)::gfp::F28F8.5 vedouci k expresi GFP::MDT-28.

2. C. elegans linie 7949 nesouci extrachromosomadlni konstrukt Pr2srs.s5400 bp)::F28F8.5::gfp
regulovany vnitinim promotorem o délce 400 parti bazi byla spojena s upravenym genem gfp s
vlozenymi umélymi introny, které byly amplifikovany z vektoru pPD95.75 a ukonc¢eny 3" UTR (3’

nepieklddanou oblasti) pfevzatou z genu unc-54. Konstrukt byl dale doplnén selekénim markerem
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pRF4 zptsobujicim rolujici fenotyp pro snadnéjsi vybér transgennich organismii (Kostrouchova

etal. 2017).

3. Kontrolni transgenni linie exprimujici samotny GFP z extrachromosomalniho konstruktu

nesouciho gen gfp regulovany promoterem pievzatym z genu nhr-180 (Kostrouchova et al. 2018).

Nasledujici schéma pouzitych linii je pfevzato z publikace Yilma et al. (in Press).

Prages o[V:15573749)gfp:F28FR.5 (KW, B419) - edited gene

P .28 afp mdt-28
— =) §E E— =

Peages.siann bz F2BFE. 5ogfio (7949)
Pirdr.zz mdt-28 afe

pmn -IED" :Qf.ﬂ'

P b1z afp
=l

Obr. 3 Schematické znazornéni pouZitych linii.

2.4.2. Laboratorni velkoobjemové kultury C. elegans

C. elegans byly kultivovany na Petriho miskach pokrytych agarozovym gelem s médiem
podporujicim rtst hllistic a bakterialnim kmenu Escherichia coli OP50, které slouzi jako potrava
hlistic (Brenner 1974). Kultury byly inkubovany pfi teploté 22.5° C v omezeném osvétleni dokud
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nedosahly podobné density hlistic (obvykle béhem 4 dnt). Transgenni C. elegans byly
kontrolovany na udrZeni exprese transgent a kultury, které spliiovaly kriterium minimalné 60%
organismu s viditelnou expresi fluorecentniho markeru byly separovany a zmrazeny pred dalSim

pouzitim.

2.5. Metoda GFP-TRAP

Systém GFP-TRAP zakoupeny od firmy Chromotek

(https://www.chromotek.com/products/nano-traps/gfp-trap/) byl pouzit na separaci samotného

kontroniho GFP nebo MDT-28 s pfipojenyym proteinem GFP na N- nebo C- konci a k nim
navazanych proteind. Editovana linie byla stabilni a nevyZzadovala Zadnou dalsi selekéni konrtolu.
Naproti tomu linie nesouci extrachromosomadlni konstrukty (arrays) s MDT-28 s pfipojenym GFP
na C-konci vykazovala trend ztraceni transgenu béhem kultivace ukazujici na negativni
biologickou aktivitu fuzniho proteinu. Tato linie byla proto kontrolovana pomoci fluorescenéni

mikroskopie s pouzitim mikroskopu Olympus SZX12 (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Kultury, které splnily kritéria pro dalsi pouZiti byly prevedeny do vodnich suspenzi a promytim
zbaveny zbytktli bakterialni potravy. Vysledné vzorky s objemem od 1 do 2. 6 ml byly pouzity pro

dalsi experimenty.

Pro metodu GFP-TRAP byly vzorky pfevedeny do likvidni formy s pfidanim lyzujiciho pufru s
inhibitory protedz (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x), Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) a sonikovany 10 krat po dobu 15 s (with 45 s ptestavkou) pii 0°

C (UP50H Ultrasonic Processor, Hielscher Ultrasound Technology, Teltow, Némecko). Vzorky
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byly centrifugovany 25 min. pfi 18600 xg a 4° C a supernatant byl skladovan pii -20° C.

Imunoprecipitace metodou GFP-TRAP byla pak provedena podle navodu producenta.

Hmotnostni spektrometrie byla dale provedena po prevedeni materidlu imunoprecipitovaného
spolu s imunitnimi partikulemi do roztoku exposici v 100 mM bikarbonatu triethylammonia
(TEAB) s 1% sodnym deoxycholatem (SDC). Cysteiny byly redukovany roztokem 5 mM
(kone¢na koncentrace) tris(2-carboxyethyl)phosphinu (TCEP) a to pti 60 °C, 60 min. a blokovany
10 mM (kone¢na koncentrace) methyl methanethiosulfonatem (MMTS) (Thermo Fisher

Scientific) po dobu 10 min. pti 22 °C.

Dalsi detaily jsou popsany v prilozeném rukopisu publikace piijaté do tisku (Yilma et al. 2019).
Metoda vyuZzila nLC/MS/MS analyzu spojenou s hmotnostni spektrometrii provedenou na pfistroji
Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT- qIT, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Data byla
analyzovana s vyuzitim programu MaxQuant (version 1.5.3.8) (Cox et al. 2014). Kvantifikace
byly vypocteny pomoci programu Perseus 1.5.2.4 (Masuda et al. 2008; Cox et al. 2014; Hebert et

al. 2014; Tyanova et al. 2016).

Neprocesovana  data  byla  ulozena  do  vefejné  pfistupné  databaze

https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/ pod cCislem PXDO015552 ( Project DOI:

10.6019/PXD015552, Username: reviewer73133(@ebi.ac.uk, Password: 212¢ gHCZ).
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3. Vysledky

3.1. Proteomicka charakterizace jaderného receptoru NHR-60. NHR-60 je
exprimovan ve dvou proteinovych formach jejichZ vzajemny pomér je zavisly na stresovych

podminkach

Experimenty zaméfené na dal$i charakterizaci NHR-60 na proteinové trovni pomoci
imunoblotingu detekovaly obé& proteinové formy o velikostech 50 kDa a 64 kDa v rtznych

vzajemnych pomérech pfi pouziti lyzati ptipravenych z jednotlivych kultur C. elegans.

Pro mozné monitorovani vlivu density hlistic nebo mnozstvi potravy byla porovnavani exprese
imunodetekovatelného NHR-60 v kulturach s dostatkem potravy a v kulturach vystavenych
hladovéni. Pi hladovéni se vyrazng snizila exprese protein o velikosti 50 kDa a naopak intenzita
vysSi formy se vyrazné€ zvysila (Obr. 4 , Panel A ), coz naznacuje, Ze by se mohla uptaniovat
posttransla¢ni modifikace navozena stresovymi podminkami. Ve shod¢ s tim, vystaveni kultur
teplotnimu Soku 34° C po dobu 30 min. vedlo také k vyraznému zvySeni detekce proteinu o veétsi

molekularni hmotnosti, které bylo doprovazeno snizenim detekce NHR-60 o velikosti 50 kDa.
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Obr. 4 Detekce NHR-60 N2 C. elegans a v transgenni linii nesouci extrachromosomalni konstrukt
(array) z niz je exprimovan FLAG-NHR-60 pod regulaci teplotnim Sokem fizenym promoterem.
Panel A ukazuje nejcastéjsi vzorec detekce proteint rozpoznavanych v lyzatech metodou Western
blotu protilatkou 4529 namifenou proti NHR-60. Nejvyraznégjsi protein rozpoznavany protilatkou
ma velikost 64 kDa, méné¢ zietelny je protein o velikosti 50 kDa, ktery je viditelny jen v kultufe s
dostatkem potravy. Panel B ukazuje imunodetekci ve Western blotu protilatkou vytvofenou proti
sekvenci FLAG v lyzatech z transgennich C. elegans nesoucich transgen FLAG-NHR-60
regulovany promotorem fizenym teplotnim Sokem. Prava strana panelu ukazuje stejnou situaci v
detekci s protiladtkou proti 4529 namifenou proti NHR-60. Vysledek ukazuje pocinajici expresi
FLAG-NHR-60 po 30 minutach inkubace po teplotnim Soku a detekci protilatkou 4529. Panel C
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ukazuje stejnou situaci jako panel B v detekci s protilatkou proti peptidu FLAG v ¢asovém rozmezi
bez zahtéti kultury a s aplikaci teplotniho Soku a inkubaci 1 a 2 hodin. Vysledek doklada tvorbu
proteinu s pripojenou sekvenci FLAG ve dvou formach, 50 kDa a 64 kDa. Panel D ukazuje detekci
imunoreaktivnich proteini detekovanych protilaitkou 4529 namifenou proti NHR-60 v
imunoprecipitatech precipitovanych protilatkou proti sekvenci FLAG a protilatkou 4529.
Vysledek ukazuje, Ze imunoprecipitace protilatkou proti sekvenci FLAG precipituje protein o
velikosti 64 kDa rozpoznavany protilatkou 4529. Panel E ukazuje detekci proteint
rozpoznavanych protilatkou 4529, namifenou proti NHR-60 v lyzatu z transgennich linii C.
elegans exprimujicich nadmémé mnozstvi NHR-60 z transgenni podregulaci teplotnim Sokem
fizenym receptorem. Detekce je patrna v primarnim lyzatu z této transgenni linie a z eluovanych
proteinil po imunoprecipitaci, ale ne v samotnych agarozovych partikulich s navazanou protilatkou
4529. Vysledky podporuji, vytvareni vyssi formy NHR-60 o velikosti 64 kDa.

K dalsi charakterizaci byla pouzita metoda imunoprecipitace a to ve dvou variantach. Prvni
pouzila imunoprecipitaci s krali¢i polyklonalni protilatkou 4529 vytvotenou proti NHR-60 a druha
pouzila mySi monoklondlni protilatku proti sekvenci FLAG. K tomu byly pouzity dvé linie s
extrachromosomalnim konstruktem (extrachromosomal arrays) nesouci genovou sekvenci nar-60
s pripojenou sekvenci kodujici pro peptid FLAG na 5” konci (s vlozenym kodonem START).
Druhé linie nesla transgen obsahujici nhr-60 regulovany promotorem ovladanym teplotnim

Sokem.

Proteinové lyzaty z téchto linii byly vySetfeny pomoci Western blotu (s protilatkami proti

FLAG aprotilatkou 4529 proti NHR-60) nebo metodou imunoprecipitace se stejnymi protilatkami.

Material ziskany pomoci imunoprecipitace byl pak vySetfen jednak metodou Western blotu se
stejnymi protilatkami (pouZzitymi v navzajem opacném potadi) (Obr. 4) nebo pomoci hmotnostni
spektrometrie. K tomu byly pouZity oblasti geld, jejichZ poloviny byly vySetfeny metodou WB na

pozici proteint rozpoznavanych protilatkami.

Hmotnostni spektrometrie prokazala NHR-60 precipitovaného protilatkou 4529 v pozici 50 kDa a

to jak pfi precipitaci protilatkou proti NHR-60, tak pii precipitaci protilatkou proti sekvenci FLAG.
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V pozici 64 kDa v§ak NHR-60 detekovan nebyl. V této pozici byl pfi precipitaci protilatkou proti

sekvenci FLAG detekovan s velkou spolehlivosti protein HSP-1.

3.2. Charakterizace separace proteinu NHR-60 vsystétmu dvoudimenzionalni

chromatografie

Limity a separacni schopnosti dvoudimenziondlni chromatografické separace a jejiho
pouziti pro  komprativni analyzu experimentalnich a kontrolnich proteomt ziskanych
z velkoobjemovych kultur C. elegans byly testovany pomoci protilatky vytvorené pro
rozpoznavani NHR-60. Kultura C. elegans obsahujici vsSechna stadia byla podrobena
standardnimu postupu v metod¢ vyvinuté firmou Beckam-Coulter (Proteome Lab, PF2D) a
veskeré frakce prvniho rozméru separace (podle chromatofokusace) byly vySetfeny metodou
Western Blotu. NHR-60 (o velikosti 64 kDa) byl detekovan v jediné frakci (Obr. 5 ,0br. 6 a Obr.
7). Tato frakce byla separovana ve druhém rozméru (podle hydrofobicity) a frakce byly opét
analyzovany metodou Western blotu. NHR-60 (64 kDa) byl opét detekovan v jediné frakci (Obr.

7a0br.9).

Nezavisly experiment za stejnych podminek vedl k separaci proteinu NHR-60 (64 kDa) pti
stejnych chromatogrfickych c¢asech a prokdzal reproducibilitu metody a jeji vhodnost pro

komparativni zndzornéni porovnavanych proteomd.
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Komparativni dvoudimenzionalni chromatografie pak prokazala celoproteomové

kvantitativni zmény pfi experimentalnim navozeni nadmérné exprese proteinu BIR-1 .
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Obr. 5 Chromatogram prvniho rozméru separace proteinového lyzatu Metodou ProteomeLab
PF2D.Cerveny ramec naznacuje separaci frakci Al az A8. Tmava linie ukazuje kontinualni
absorbanci eluatu. Teckovana linie pak ukazuje aktualni namétfené hodnoty pH vztazené k
eluénimu casu. Pomérné velky propad hodnoty pH pravdépodobné neovlivnil reproducibilitu

meotdy.
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Obr. 6 Souborné chromatogramy (Absorbance Az14) druhého rozméru separace frakei Al az A4.

Obr. 7 Imunodetekce NHR-60 pomoci protilatky 4529 ve frakcich ziskanych po prvnim rozméru
separace. Protein o velikosti 64 kDa je detekovéan v jediné primarni frakci.
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Obr. 8 Chromatogram frakce A4 druhého rozméru separace. Absorbance A»14 ukazuje separaci do
frakci z riznymi spektrofotometrickymi absorpcemi.

Obr. 9 Detekce protein NHR-60 ve frakcich druhého separacniho rozméru. NHR-60 je separovan
v jediné chromatografické frakci.
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3.3. Proteomicka charakterizace interaktomu mediatorové podjednotky MDT-28

V druhé ¢asti prace jsem se zaméfil na identifikaci proteinovych interakci Mediatorové
podjednotky MDT-28. Pro detekci proteind interagujicich s MDT-28 in vivo byla pouzita linie
C. elegans s editovanym genem mdt-28 a komeréné dostupny systém GFP-Trap, ktery
imunoprecipituje proteiny spojené s proteinem GFP. Pro kontrolu a vylou€eni proteinti
nespecificky vazanymi proteinem samotnym nebo povrchem neabsorbovanych partikuli byla

vyuzita linie exprimujici samotny GFP.

Jako kriterium pro pozitivni detekci interagujiciho proteinu byla pouzita hodnota 18 a
identifikace nejméné dvou peptidii. K oznaceni proteinu jako protein interagujici s MDT-28 byly
oznaceny jediné proteiny pod stanovenou hladinou ve vSech ¢tyfech kontrolnich experimentech v

hodnoceni programem Perseus.

Zcela prominentné vystoupily proteiny, které jsou znamé podjednotky Medidtorového
komplexu a zahrnovaly pfedevsim podjednotky modulu Hlavy: MDT-6, MDT-8, MDT-11, MDT-
17, MDT-20, MDT-22 a MDT-30. Mezi interagujicimi proteiny byl také nalezen protein MDT-
14, ktery pravdépdobné tvoii patet celého Mediatoru a je klasifikovéan jako protein Téla Mediatoru.
Ostatni podjednotky Mediatorového komplexu a to jak modulu téla, tak ocasu Mediatoru nalezeny
nebyly pii stanovenych kritériich selekce. Podjednotka MDT-18 byla nalezena ve Cctyfech
experimentech ale s mensi signifikanci zaloZené na identifikaci jediného peptidového fragmentu

(Tabulka 1).
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Tabulka 1. Podjednotky Mediatorového komplexu identifikované jako interaktory proteinu MDT-

28

Ctrl |Ctr |{Ctr | Ctul | Expl |Exp2 | Exp3 | Exp4 | Exp5 | Exp6

1 12 |13 |4

GFP | GF | GF | GFP | C-term | C-term | C-term

P |P (7949) | (7949) | (7949)

MDT-6 - - - - + - -
MDT-8 - - - - + - -
MDT-11 - - - - + - -
MDT-14 - - - - - - -
MDT-17 - - - - + + +
MDT-20 - - - - - - -
MDT-22 - - - - - - -
MDT-28 - - - - + + +
MDT-30 - - - - + - -

Tabulka 1. Detekce ptedpovézenych podjednotek Mediatorového komplexu identifikovanych jako

interaktory protein MDT-28. Experimenty oznacené jako Ctrl 1 aZ 4 jsou proteiny separované z

linii C. elegans exprimujicich samotny GFP. Linie exprimujici C-terminaln¢ oznaceny MDT-28

(MDT-28::GFP) exprimovany z extrachromosomalniho konstruku (arrays) jsou oznacené jako

Exp 1 to 3 (vyznacené zlut¢) a N-terminané oznaceny MDT-28 (GFP::MDT-28) exprimovany z
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editovaného genu (v obou alelach) je v oblasti tabulky vyznacené zelenou barvou (a znacené Exp
4 a 6). Zatimco kontrolni experimenty neukazuji na precipitaci zadnych Medidtorovych

podjednotek, linie oznacené GFP interaguji s vyznacenymi podjednotkami Mediatoru.

3.4. MDT-28 vykazuje asociaci s dalSimi strukturnimi proteiny a enzymy

Srovnéni pozitivnich dat ze vSech experimentil vedlo k identifikaci pomérné malého poctu
proteint, které mohou byt klasifikovany jako interagujici proteiny s MDT-28 pfi aplikaci nami

zvolenymi kritérii (Tabulka 2).

Tato skupina zahrnovala proteiny jejichz funkce v genové expresi je znama, nebo maji
jinou znamou jadernou regulacni funkci. Ne¢které proteiny identifikované s velkou
pravdépodobnosti jako MDT-28 interaktory patfily mezi enzymy, nebo v soucasné dobé nemaji

znamou funkeci.

Méné piekvapivé nékteré identifikované proteiny jsou klasifikovany jako chromatin
organizujici protein, jaderné transportery nebo jadérkové proteiny. Dva proteiny, klasifikované

jako silné interaktory jsou klasifikovany jako ribozomalni proteiny RPL-24.2 a RPL-29.

Ucelenou skupinu s zatim tézko vysvétlitelnym vyznamem tvofily mitochondridlni
ribozomalni proteiny a zahrnovaly protein malé podjednotky MRPS-2, MRPS-5, MRPS-6, MRPS-
7, MRPS-15 a MRPS-26. Dalsi skupina proteinti se vaze ke komplexu Ubiquinol-cytochrom C

oxidoreductasy a zahrnovala protein UCR-1.1, UCR-2.1, UCR-2.2 and UCR-2.3 a UCR-11.
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Tabulka 2.

Dalsi proteiny imunoprecipitované s proteinem MDT-28

Ctrl | Ctrl | Ctrl | Ctrl | Exp | Exp | Exp

1 2 3 4 1 2 3

GFP | GFP | GFP | GFP | C- C- C-

(7949) | (7949) | (7949)

ARX-1 - - - - + T
DHC-1 - - - - - - -
EKL-4 - - - - - - +
GLY-7 - - - - - + +
HECD- - - - - - + -
1
HRP-2 - - - - + - +
IMA-3 - - - - - + +
LET- - - - - - + +
716

Exp

Exp

Exp

GO/

poznamka

Vazba
aktinu
Enzym
Cytoskeleton

Corepressor

N/C enzym
Golgi
E3 ligaza

Jaderny
protein

Ribonukleo-

protein

Jaderny
lokaliza¢ni
signal

Vazba
nukleovych
kyselin
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NGP-1 - - - - - + + + + _ Enzym

GNL2 GTPziza,
N

homol. mediated
decay

RPL- - - - - + + + + + -

24.2

RPL- - - - - + ks + + Ir +

29

SWAN - - - - = + + + + - N/C enzym
GTPaza

-1

VBH-1 - - - - + + + - + + | Helikiza

Tabulka 2. Detekce proteinil interagujicich s MDT-28 ve vzorcich imunoprecipitovanych z
kontrolnich experimenti (oznacenych jako Ctrl 1 az 4) zalozenych na lini C. elegans exprimujici
samotny GFP, linii exprimujici C-terminaln€ oznac¢eny MDT-28 (MDT-28::GFP) exprimovany z
extrachromosomalniho konstruktu (arrays) (oznaceno jako Exp 1 az 3, zluté bunky tabulky) a N-
terminaln¢ oznaeny MDT-28 (GFP::MDT-28) exprimovany v C. elegans lini s editovanym
genem mdt-28 (oznaceno jako Exp 4 az 6, zelené buiiky tabulky). GO — genova ontologie, mozné
jaderné a cytoplazmatické funkce identifikovanych proteini. V souhrnu tyto experimenty ukazuji,
ze MDT-28 vykazuje interakce s podjednotkami tvoficimi modul hlavy Mediatorového komplexu
C. elegans.
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4. Diskuse

4.1. Analyza regulace genové exprese na proteomické irovni

V experimentalni praci vedouci k této disertaci jsme se snazili pouZzit proteomické metody
k analyze mechanismu fizené genové exprese. V prvni Casti prace vazané k této disertaci
(Kostrouch et al. 2014) jsme pii snaze najit vazebné proteiny proteini BIR-1 a SKP-1 nalezli
proteiny, které nespadaji do predpokladanych kategorii, ale naopak zahrnovaly proteiny strukturni,
enzymy a proteiny zatim funkéné nezafazené u SKP-1 (ktery je ortholog prokazaného
transkripéniho koregulatoru) a naopak v ptipadé BIR-1, ktery ma prokazanou cytoskeletalni funkci
jsme identifikovali transkripéni faktory. Tento vysledek jsme ziskali v pristupech, které lze
povazovat za pfistupy bez ptedchoziho racionalniho vybéru (Yeast Two-Hybrid Screen).
Vysledky tak dovolovaly postavit hypotézu, ze proteiny, které jsou primarn¢ strukturni, se mohou
zapojovat do regulacnich siti genové exprese, jestlize se nemohou zabudovat do bunécénych
struktur a stanou se soucasti “voln¢ho proteomu”. Volny proteom by pak ptfedstavoval proteiny

dostupné interakcim s regulaénimi komplexy v cytoplazmé a v jadie (Kostrouch et al. 2014).

Pro testovani této hypotézy jsme zvolili metodu komparativni dvoudimenziondlni
chromatografie, kterou jsme chtéli vizualizovat zmény na Urovni proteomu synchronizovanych

kultur C. elegans s kratkodobé navozenou nadmérnou expresi proteinu BIR-1.

Prace predkladatele této disertace byla zaméfena na ureni chromatografické
charakterizace proteinu, proti kterému jsme méli vytvofenou protilatku, kterda umoznila
vizualizovat chromatografickou separaci tohoto proteinu v systému dvoudimenzionalni

chromatografie pfistrojem ProteomeLab PF2D dostupnym komer¢né a reproducibilitu metody.
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Jaderny receptor NHR-60 ptedstavoval zajimavy cil proteomické analyzy z dalSiho
davodu. NHR-60 je v regula¢ni kaskade pod jadernym receptorem NHR-23 a vyznacuje se dvéma
zvlastnostmi: na proteinové urovni je exprimovan jako dvé distinktni formy s velikosti pfiblizné
50 kDa a 64 kDa. Ptitom je znama jedina forma mRNA kodujici pro tento receptor a to pro protein,
ktery ma vypocitanou molekuldrni hmotnost 50 kDa. Druhou zvlastnosti NHR-60 je jeho
intracelularni lokalizace, ktera je ptrevazné perinuklearni, nebo nuklearni v oblasti vazané na

jaderny obal (Simeckova et al. 2007).

Prace predkladatele této disertace byla zaméfena na proteinovou charakterizaci NHR-60 a
to na urceni podstaty a vyznamu existence dvou proteinovych formem NHR-60 a na nalezeni
proteint interagujicich s NHR-60. Experimenty ukézaly, ze vy$$i forma NHR-60 vznikd na
posttranslaéni tirovni pravdépodobnou posttranslacni modifikaci. Experimenty dale ukazaly, ze
NHR-60 je konvertovan na vyssi proteinovou formu v zavislosti na stresu vyvolaném hladovénim
nebo teplotnim Sokem. Proteinovou podstatu této modifikace se zatim nalézt nepodafilo. Selhani
proteomickych metod v urceni této piredpokladané posttranslacni modifikace miize spocivat v
chybéni modifikacniho proteinu v databazich, které jsme pouzili k hmotnostni spektrometrii

zaméten€ na stanoveni této modifikace nebo poméry ve vysetfovanych frakcich.

Zatimco vysledky dostatecné podporuji sniZzeni detekce mensi formy NHR-60 ve spojeni
se stresem, a tedy zapojeni stresu do regulacni kaskddy NHR-23 na trovni NHR-60, podstata
proteinu o velikosti 64 kDa rozpoznavaného protildtkou jasnd neni. Dva sméry podporujici
existenci vét§i formy NHR-60 prameni z doloZeného sniZeni detekce vyssi formy po aplikaci
specifické RNA interference namifené proti kodujici sekvenci NHR-60 (Simeckova et al. 2007).
Vysledky spojené s touto disertaci jsou v souladu s publikovanymi udaji. Detekce transgenniho

NHR-60 s ptipojenou sekvenci FLAG protilatkou specifickou pro sekvenci FLAG ukazuje na
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indukovatelnou expresi protein o obou velikostech, 50 (pfesnéji 51 kDa pro protein s pfipojenou
sekvenci FLAG) 1 proteini s ptfibliznou velikosti 64 kDa. Zatimco protein o velikosti 50 kDa byl
také prokdzadn v imunoprecipitovanych frakcich hmotnostni spektrometrii, NHR-60 nebyl
hmotnostni spektrometrii potvrzen v oblastech gela, kde by mohl byt pfitomen NHR-60 o vétsi
molekuldrni  velikosti. Velikostné miize vétsi forma NHR-60 odpovidat proteinu

monoubigitinovanému UBQ-2.

4.2. V regulacni kaskadé jaderného receptoru NHR-23 je zapojena odpovéd’ na stres

Jaderné receptory vytvareji regulacni sit¢ a kaskady (Landers and Spelsberg 1992;
Goodwin et al. 2000; Swevers and Iatrou 2003). Ty Casto zahrnuji dal$i jaderné receptory, které
tak vytvareji regulacni sit€. NHR-23 je hlavni regulator v kaskad¢, kterd zahrnuje dalsi dva jaderné

receptory, NHR-91 a NHR-60 (Simeckova et al. 2007; Kostrouchova and Kostrouch 2015).

Vysledky spojené s touto disertaci ukazuji, NHR-60 je vyznamnym zplsobem regulovan

na proteinové urovni a to pfeménou jeho formy o velikosti 50 kDa na protein o velikosti 64 kDa.

Imunodetekce obou forem NHR-60 v lyzatech z kultur C. elegans pomoci Western blotu ukazuje,
ze forma o velikosti 50 kDa je minoritni a vétsi forma ptevazuje a jeji detekce je navic zvyraznéna
stresovymi podminkami, pfedev§Sim hladovénim(Obr.10). Detekce této vetsi formy NHR-60
protilatkou 4529 pii nativnich podminkach je s velkou pravdépodobnosti zasadné¢ mensi, nez pii

denaturujicich podminkach pouzitych pti detekci Western blotem.
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NR1F (NHR-23)

NREA
Kolagenni (NHR-91)

geny

Metabolické NR2A
procesy (NHR-50.- 50 KD8) St STRES
Aktivace L& NHR-60 - 64 kDa
Ptibuzné geny
W Eliminace aktivace nebo represe

Vybrané cilové kandidati jaderné receptory

nhr-180, nhr-134, nhr-1, nhr-59, nhr-57, nhr-121, nhr-55,
nhr-14, nhr-274, nhr-205, nhr-126, nhr-114, nhr-43 and nhr-17

Obr. 10 Stres se promitd do regulacni kaskady NHR-23 na urovni NHR-60. Vysledky
prezentované v této disertaci ukazuji na vyrazné snizeni exprese NHR-60 o velikosti 50 kDa. Toto
sniZzeni je doprovazeno zvysSenim detekce formy NHR-60 o velikosti 64 kDa.

V experimentech zacilenych na charakterizaci NHR-60 byl identifikovan jako
koimunoprecipitujici protein HSP-1. Uspofadani experimentu (zde uvadéného 1 jiného nezéavislého
a zde neuvadéného experimentu, ktery také detekoval HSP-1) zahrnovalo expresi nadmérného
mnoZzstvi NHR-60. Protoze HSP70 a jeho ortolog HSP-1 je znadm jako protein reagujici s velkym
mnozstvim proteint, je tato interakce sice pravdépodobné funkcni, ale vzhledem k funkci NHR-
60 spise vedlejsi. HSP70 vaze nové produkované proteiny, proteiné nespravné slozené i proteiny

funk¢ni. Nicméné, interakce HSP70 je znama v piipad¢ estrogenniho receptoru ER alfa (Dhamad
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etal. 2016) a v ptipad¢ funkcniho dimeru ekdysonového receptoru ECR-RXR u hmyzu (Arbeitman

and Hogness 2000) a podobny mechanismus u NHR-60 proto neni vyloucen.

4.3. Proteomicka studie zamérena na interaktory MDT-28 potvrzuje zapojeni MDT-28 v

modulu Hlavy Mediatorového komplexu

V dal$i casti prace predstavujici hlavni zaméfeni predkladatele této disertace bylo
stanoveni proteinti interagujicich s mediatorovou podjednotkou MDT-28. MDT-28 je velmi

vyznamna podjednotka Mediatorového komplexu z nékolika divoda.

Tato podjednotka je evolucné recentni, pravdépodobné vznikld v souvislosti s evoluci
mnohobunéénych organismi. Mohla by tedy zprostiedkovavat spojeni se signaly z diferenciacniho
stavu buiiky s regulaci genové exprese. Tato podjednotka nebyla znama v hlisticich a proto
nemohla byt funkéné studovana. Prace nasi vyzkumné skupiny tuto jednotku identifikovala v
genomu C. elegans a Castecné charakterizovala. Pouziti nezavislé proteomové charakterizace
MDT-28 ma vyznam pro dal$i nezavislé doloZeni jeji klasifikace a funkéniho potencidlu. K tomu
bylo vyuZito linie s editovanym genem MDT-28 do formy GFP::MDT-28 a linie nesouci

extrachromosomalni array obsahujici MDT-28::GFP.

Oba transgenni piistupy podpofily vyznamnou vazbu na dalsi podjednotky modulu Hlavy
Mediatoru a podjednotky MDT-14, kterd tvofi zdkladni kostru Medidtoru rozpoznavaného

protilatkou (Soutourina 2018).
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U Mediatorové podjednotky jsme ocekévali, Ze budeme nachazet mimo dalsi podjednotky
Mediatoru také Cetné transkripcni faktory. Nase ocekavani se v tomto sméru nenaplnilo. To
pravdépodobné ukazuje, ze funkcéni interakce transkripénich faktora s Mediatorovym komplexem

je velmi dynamicka a kratkodoba.

Nase vysledky jsou zajimavé ze statistického hlediska. Samotnd podstata hmotnostni
analyzy pouzit¢ pro detekci interagujicich proteini je statistickd, nebo 1épe feceno
pravdépodobnostni. Metoda prifazuje aktudln€¢ pozorovana spektra odvozenych hmotnostnich
hodnot hypotetickych proteinti k hypotetickym hodnotam proteinti odvozenych od znamych
sekvenci genil a jejich mRNA s riznou mirou zahrnuti moznych posttranslacnich modifikaci a
pravdépodobnostnim zastoupenim hmotnostnich izotopd jednotlivych atomi. Tento postup je
aplikovan na hypotetické proteinové fragmenty odvozenych proteinti. Metoda tedy mtize naznacit
existenci téch proteinii ve vySetfovanych frakcich, které byly derivovany na zaklad¢ primarnich
dat nukleovych databézi a jsou uloZeny v proteomickych databazich. Hodnoty p v programech
pouzitych k interpretaci proteomickych dat jsou navic vztazeny k poctu cilovych proteinti

posuzovaného genomu.

Nase interpretace ziskanych dat pro jednotlivé proteiny se vSak dale zasadné li$i pro

jednotlivé proteiny a jejich skupiny podle jejich funkéni povahy.

Jestlize jsme identifikovali rizné cytoskeletalni proteiny s velmi malou hodnotou
pravdépodobnosti uplatnéni nulové hypotézy, tedy malou pravdépodobnosti ze ziskany vysledek
je ndhodny, pak je matematicky vzato pravdépodobné, ze pozorovany protein ve frakci skutecné

byl. Jinym problémem je biologickéd vyznamnost tohoto nalezu.
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Pokud byl pro NHR-60 identifikovan jako ko-imunoprecipitovany protein HSP-1, je velka
pravdépodobnost, Ze dany protein byl skutecné specificky imunoprecipitovan s NHR-60. Hodnota
p, je vétSinou mnohem nizsi nez obvykle pouzivané hodnoty p < 0,001. Vysledek znamena, Ze
pravdépodobnost, ze skutecné existence HSP-1 ve frakci koimunoprecipitujici s NHR-60 je

statisticky velmi vyznamny.

Dalsi podpora této interpretace je biologicka. Heat shock proteiny a specificky HSP-70
jsou znamé interaktanty s funkénim dopadem v ptipadé ER alfa a homologi RXR u hmyzu.
Funk¢ni dopad miize byt jak inaktivujici se zapojenim mechanismu, ktery se nazyva ,,unfolded
protein response* odpoveéd’ na rozvolnéné proteiny, tak aktivujici (Melville et al. 2003; Dhamad

et al. 2016).

Muzeme tedy uvazovat, ze je jesté vice pravdépodobné, ze ziskany vysledek ma vypoveédni
hodnotu. Piesto vSak vysledky tohoto typu vyzaduji dal$i Grovné validace, neZ by mohly byt

zatazeny do pfijatého stavu poznani.

Jind situace je v ptipad¢ identifikace medidtorovych podjednotek jako pravdépodobnych
proteinll interagujicich s MDT-28. Pro kazdou z identifikovanych podjednotek plati podobné
uvazovani, jako pro ostatni proteiny v piipadé, Ze jde jedinou identifikovanou podjednotku. Jde o
identifikaci se statistickou signifikanci s hodnotou p maximalné 0,001, ale Casto je$t€ mnohem
mensi v piipadé identifikace vétSiho poctu peptidickych fragmentl jednotlivého proteinu. Jde tedy
o pomé&rné¢ vysokou signifikanci. Protoze zapojeni téchto jednotek do Mediatorového komplexu je
znamé a dostateCné experimentdlné podlozené, je identifikace dvou takovych podjednotek
nasobkem pravdépodobnostnich hodnot jejich identifikace, tedy p maximaln€ dosahujici hodnotu

10, ale opét v piipadé mensich hodnot pravdépodobnosti nulové hypotézy obou proteint jejich

53



daleko mensim sou¢inem. Jestlize bylo v jediném experimentu (Tabulka 1, EXP 6) identifikovano
7 mediatorovych podjednotek, pak je jiz vysledna hodnota pravdépodobnosti uplatnéni nulové

hypotézy mensi nez 102!

Ziskany vysledek tedy velmi vyznamné validuje klasifikaci MDT-28 jako skutecné

podjednotky Mediatorového komplexu C. elegans.

Metoda, kterou jsme pouzili patii do oblasti Afinitni purifikace spojené s hmotnostni
spektrometrii (Affinity Purification Mass Spectrometry (AP-MS)) a je fazena mezi velmi efektivni
pristupy s velkou vypovédni hodnotou pro identifikaci funkcénich proteinovych komplext
(Keilhauer et al. 2015). Vnasem experimentalnim uspofddani meéla velkou vyhodu
v experimentalnim uspofadani s GFP-oznaCenym proteinem exprimovanym z obou editovanych
allel cilového proteinu, MDT-28. bylo to umoznéno skutecnosti, ze MDT-28 ma na N-konci
pomérné velkou doménu s vnitin€ neuspofddanou oblasti, ke které bylo mozno pfipojit
fluorescenéni protein bez takového ovlivnéni funkce oznaceného proteinu, které by zabranovalo
jeho zékladni funkci. PouZiti nadmérné exprimovaného transgenu vedouciho k expresi MDT-28
oznacen¢ho na druhé, evoluéné zachovalé ¢asti proteinu umozZnilo také pomérné dobré zachyceni

interagujicich proteint, i kdyz rozsah identifikovanych proteint byl mensi.
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4.4. Mozna existence mensi formy Mediatorového komplexu obsahujiciho MDT-28, MDT-6,
MDT-8, MDT-11, MDT-17, MDT-20, MDT-22, MDT-30 a podjednotku Modulu téla MDT-

14.

Nase experimenty ukazaly ze MDT-28 vaze preferen¢né soubor n€kolika podjednotek
Modulu Hlavy Mediatoru (MDT-6, MDT-8, MDT-11, MDT-17, MDT-20, MDT-22, MDT-30) a
podjednotku MDT-14, kterd tvoifi spojujici strukturu celého Mediatoru. Protoze MDT-28 je
pomérné¢ maly protein tvofeny jen 202 nebo ve druhé formé 202 aminokyselinami, je
pravdépodobné Ze tyto podjenotky tvoii komplex, spiSe nez ze by byly vazany kazda samostatn¢.
Experimenty take podporuji uréeni lokalizace MDT-28 v modulu Hlavy Mediétoru. Interakce se
dvémi podjednotkami Mediatoru, MDT-6 a MDT-30 byla rozpoznana jiz dfive (Kostrouchova et
al. 2017). Interakce s podjednotkou MDT-30 je pravdépodobné piima, protoze byla pozorovana
jako interakce dvou proteinti pfipravenych expresi v bakteriich a nebyla tedy zprostiedkovana
jinym proteinem piitomnym v eukaryotnich bunkach (Kostrouchova et al. 2017). Vysledky

zéaroven podporuji MDT-30 jako skutecny ortolog MED30.

Vysledny Medidtorovy komplex by mohl vypadat podobné¢ jako je naznaeno v Obr. 11

Je postaven na struktufe kvasinkového miniméalniho Mediatorového komplexu

vizualizovaného kryogenni elektronovou mikroskopii (Nozawa et al. 2017). Centralni ¢ast tohoto
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kvasinkového Mediatorového komplexu je méné vyplnéna proteiny a je mozné, Ze prave do této

oblasti se MDT-28 a MDT-30 vazi, tak jak je naznaceno v pfilozeném schématu.

Obr. 11.  Hypoteticky model minimdlniho Mediatorového komplexu obsahujictho MDT-28

Modul hlavy

vytvofeny na zakladé publikované struktury Mediatorového komplexu kvasinek (Nozawa et al.
2017). Oznaceni MDT-28 proteinem GFP je vyznaceno (GFP). MDT-28 a MDT-30 jsou vloZeny
do centrdlni oblasti kvasinkového medidtoru v niZ elektronmikroskopické studie nachézeji

nevyplnény prostor.

Pfimé interakce MDT-28 a MDT-30 je podporovdna publikovanymi vysledeky piimé
vazby mezi témito proteiny piipravenymi expresi v bakterich a nasledné purifikovanych
(Kostrouchova et al. 2017). MDT-30 piedpovézeny na zakladé¢ porovnani primarni struktury

(Bourbon 2008) je tedy velmi pravdépodobné piedpovézen spravné I kdyz se velikostné od
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MED?30 obratlovct lisi sekvenci, ktera nema pevné piedpovéditelnou strukturu a pravdépdobné
odpovida oblasti se skuteCnou vnitine rozvolnénou strukturou (intrinsically disordered region). Ta

by pravdépodobné fungovala podobné¢ jako podobna oblast v MDT-28 (Kostrouchova et al. 2017).

Vztah téchto dvou evolu¢né novych proteini, MDT-28 a MDT-30 méa tedy pravdépodobné zasadni

funkéni vyznam pfinejmensim v hlisticich.

Intenzivni proteinové interakce MED28 s dalSimi podjednotkami hlavy Mediatorového
komplexu byly dostate¢né dokumentovany (Tsai et al. 2014). Nicméné¢, v nasich experimentech
jsme pozorovali mensi rozsah podjednotek Medidtorového komplexu kopreciptovanych s MDT-
28. Experimentalni usporadani v nasich experimentech se od publikovanych praci tykajicich se
Mediatorového komplexu zivocisnych bunék odlisuji pfedevsSim v tom, zZe v naSem systému jde o
celé organismy, jejichZ buiiky jsou v naprosté pievaze jiz v termindln¢ diferencované. Nabizi se
proto mozné vysvétleni, ze Mediatorovy komplex v terminalné difefencovanych bunikdch nemusi
mit nutné veskeré podjednotky a mohl by také zahrnovat interakce s proteiny, které nemaji

primarni tlohu v regulaci genové exprese.

4.5. Jaderné a cytoplazmatické proteiny vykazujici interakce s MDT-28

Z cytoplazmatickych proteinti, které byly ocekavany jako interaktory MDT-28 jde
predevsim o proteiny ortologni proteinim Grb2, NF2 a cytoskeletalni regulacni proteiny, které
byly prokazany jako protein interagujici s MED28 (Wiederhold et al. 2004; Lee et al. 2006;
Kostrouchova et al. 2017; Kostrouchova et al. 2018)), tedy SEM-5 (Clark et al. 1992; Downward
1994) a NFM-1 (Josephson et al. 2017). Tyto protein v nasich experimentech detekovany nebyly.
Kandidatni proteiny, které by mohly zprostiedkovavat vazbu na vySe uvedené proteiny asociované

s cytoskeletem vSak zachyceny byly. Jde pfedevsim o ARX-1, protein ortologni lidskému ACTR3
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(Actin-related protein 3), ktery je soucasti komplexu Arp2/3. Tento komplex se nachdzi na povrchu
bunék a reguluje bunécny tvar a motilitu spolu s F-aktinem a Contractinem (Weed et al. 2000).
Spojeni ARP2/3 s MDT-28 nemusi byt nutn¢ funkci cytoplazmatickou protoze tento komplex je
take lokalizovan v jadrech a ma znamou funkci v regulaci polymerace aktinu spojené s genovou
expresi, a mechanismem opravy DNA (Schrank et al. 2018). Mediatorovy komplex je prokazanou

soucasti tohoto procesu (Soutourina and Werner 2014).

DalSim proteinem, ktery byl identifikovan jako mozny interactor MDT-28 je té¢zky fetézec dyneinu
DHC-1. Byl identifikovan s velmi vysokymi intenzitami a 22 unikatnimi peptidy ve dvou ze tfi
experimentl, které pouzily N-terminalné oznaceny MDT-28 proteinem GFP. Dynein se tc¢astni
celé tady proteinovych interakei jak v cytoplazmé, tak v jadre. Interaguje jak s P53 tak

glukokortikoidnim recepotrem (Harrell et al. 2004).

NaSe experimenty dale ukazaly na asociaci dalSich proteini s MDT-28 a to EKL-4, GLY-7,
HECD-1, HRP-2, IMA-3, LET-716, NGP-1, VBH-1, DHC-1, RPL-24.2 and RPL-29. Tyto
proteiny mohou byt také funkéné protoze maji jadernou lokalizaci a n&kterych pifipadech také
prokazanou funkci spojenou s regulaci genové exprese. Proteiny oznacené jako ribozomadlni
proteiny RPL-24.2 and RPL-29 ve skute¢nosti nejsou klasickymi ribozomalni proteiny a jejich
klasifikace je zalozena pouze na sekvencni podobnosti. Oba tyto proteiny maji pravdépodobné
funkci v regulaci genové exprese. RPL-29 je homologni k proteinu HIP/RPL29, ktery ma jak
jadernou tak cytoplazmatickou lokalizaci a uplatiiuje se ve vyvoji mlé¢né Zlazy v dospélosti (Kirn-
Safran et al. 2002). RPL-24.2 je ortolog RSL24DI, coz je jaderny protein s dosud nezndmou
funkci (The Human Protein Atlas, https://www.proteinatlas.org/ENSG00000137876-

RSL24D1/cell).
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Nase experimenty identifikovaly také omezeny set proteini malé podjednotky
mitochondrialnich ribosome jako mozné interaktory MDT-28. Tyto proteiny byly nalezeny v obou
experimentalnich uspotadanich s MDT-28 s ptipojenym GFP na N-konci i na C-konci. Je otazkou
do jaké miry je mozné povazovat tyto proteiny za skutecné interaktory s MDT-28 a to pfesto, ze v
kontrolach nalezeny nebyly a hodnoty jejich identifikace vykazovaly zna¢nou specificitu. Stejné
tak je otevienou otdzkou, zda tyto proteiny byly precipitovany s MDT-28 jako komplex drzeny
pohromadé nejakou spolecnou vétsi proteinovou nebo ribonukleovou strukturou, nebo adherovaly
k imunoprecipitujicim partikulim jednotlivé. Proti prvni moznosti svéd¢i chybéni dalSich

ribozomadlnich proteind malé podjednotky.

Je také mozné, ze precipitace mitochondridlnich ribozomadlnich proteini vznikla az béhem
bunécné dezintegrace v lyzatech z experimentalnich kultur. Tato situace vSak nemusi byt jen
arteficialni a mize odrazet fyziologicky relevantni process, mitochondridlni stresovou odpoveéd’
(Hill et al. 2018). Interakce mitochondrialnich ribozomalnich proteinil s proteiny regulujicimi
genovou expresi ma pravdépodobné tlohu v regulaci vyvoje rostlin ribozomalni proteiny (Robles
and Quesada 2017). Tato ptedstava je dale kompatibilni s navrZzenym konceptem ribozomalni filtru
(“The Ribosome Filter Redux™ or “The ribosome filter hypothesis™) (Mauro and Edelman 2002;

Mauro and Edelman 2007).

4.6. Faktory omezujici experimentalni vypovédni hodnotu proteomickych pristupu

Pro interpretaci vysledki jsou dillezitd experimentalni omezeni jednotlivych metod.

Solubilizace proteint je zdkladni pfedpoklad pro praci s proteiny prevedenych do likvidnich fazi.

Je nejen predpokladem, ale také zasadnim omezenim tohoto experimentalniho pfistupu. Ackoliv
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muzeme pomérné¢ snadno ziskat vodné roztoky a suspenze obsahujici proteiny, problémem je
reprodukovatelnost takovych pfistupt, protoze jednotlivé proteiny jsou riizné zastoupeny v
proteinovych agregatech a proteinovych komplexech, at' uz ustanovenych ve vzniklé

experimentalni frakci nebo pochazejicich z ptivodnich funkénich komplex.

Pokud je metoda dostatecné reproducibilni, miizeme takto vznikly vzorek povazovat za z
vychoziho materidlu ustanoveny solubilni proteom. V piipad€, ze vychozim materidlem jsou
organické tkané nebo celé organismy, pak pii pouziti vétSiny metod je solubilni proteom jen
casteCnou frakci ptivodnich proteini obsazenych v tkanich. Pro transkripéni faktory, frakce
pfipravené z kultivovanych bun¢k extrahovanych béznym extrakénim pufrem (20 mM Tris—HCl
(pH 8.0), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.5% Nonidet P-40, s inhibitory protedz) nebyly
solubilizovany proteiny s vazbou na chromatin pokud nebyly pouzity DNA4zy (Li et al. 2015). V
proteinovych lyzatech se dale vyskytuji agregaty proteinti a to jak vzniklych v piivodni tkani nebo
buiikach tak pozdéji béhem piipravy lyzath (Siegel et al. 1966; Kiefhaber et al. 1991; Ignatova and

Gierasch 2006; Hands et al. 2011; Tanase et al. 2015).

Tento proces v8ak také probihd obracené, komplexy purifikované z bunééného materialu se béhem
pfipravy lyzath rozpadaji a v piipadé Mediatoru, Uthe et al. pozoroval zavislost poctu izolovanych

podjednotek na pouzité purifikaéni metodé (Uthe et al. 2017).

4.7. Faktory ovliviiujici vypovédni hodnotu identifikace interakci MDT-28 s proteiny se

strukturni, enzymatickou nebo neznamou funkeci

Ziskané hodnoty pro dalSi proteiny potencialné interagujici s MDT-28 pak zasluhuji
interpretaci slozitéjsi. Pro nékteré proteiny plati pfedpoklady podobné jako pro proteiny u nichz
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nam znama funk¢éni data v souCasné dobé nijak v interpretaci nepomahaji a u nékterych pak
pomahaji ¢astecné. U proteinli, které maji zndmou spolecnou funkci nebo dokonce strukturni
uspotadani, jako je tomu v piipadé¢ mitochondridlnich ribozomalnich proteini nebo bunécnych
ribozomalnich proteintli, se nabizi moznost interpretace jako vyznamnéjsi. Protoze vSak zarazeni
téchto proteint je nékdy jen na Grovni sekvencni podobnosti, mize byt vérohodnost signifikance
naopak ve skutecnosti zdsadnim zpiisobem falesné positivné ovlivnéna. Z tohoto divodu jsou sice
tyto proteiny jako ko-imunoprecipitované proteiny uvaddéné, ovsem bez dalsi interpretace s jasnou

potiebou dalsi validace.

Zdénlivé velkym problémem uvedenych proteomickych pfistupt v ptipadé¢ MED-28 je
fakt, ze v jednotlivych experimentech nejsou identifikované interagujici proteiny zastoupeny zcela

shodné. Nase interpretace vysledkii v§ak predpoklada, ze je to naopak ocekavatelny vysledek.

Vyplyvé to z uvah jakym zplsobem se funkéni proteinové komplexy skladaji a rozpadaji a jakym
zpisobem se skladaji a rozpadaji shluky proteini a to jak in vivo, tak in vitro vEetné konkrétnich
metodickych kroka v jednotlivych experimentalnich pfistupech. K vysvétleni této uvahy v této
disertaci pfikladam zjednoduSeny pohled na funkéni proteinové komplexy a proteinové agregaty

a fyzikalni a biologické procesy podminujici jejich existenci, tvorbu a jejich rozpadani.

Proteinové komplexy je mozné definovat jako komplexy proteinti, které maji funkéni vyznam.
Velké mnoZstvi bunéénych procest zavisi na funkénich proteinovych komplexech. Ty vznikaji na
zéklad¢ vazebnych afinit jednotlivych komponent a jejich fyzikalni vektorové skladbé.
Biofyzikalni jevy, které podmiiuji proteinové interakce zahrnuji van der Waalsovy interakce,

vodikové vazby, hydrofobni sklddani (packing), sterické komplementarity, allostické interakce
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indukujici konformacni zmény a kooperativity jednotlivych vazeb a navozenych proteinovych
zmén (Yang et al. 2003). Tyto fyzikélni jevy se vSak také uplatituji pti vzniku proteinovych

agregatl (Kiethaber et al. 1991; Ignatova and Gierasch 2006; Rieger et al. 2006).

Z hlediska rozdé€leni proteinovych funkénich komplexii a proteinovych agregati pro
uvazovani v této disertaci Ize ustanovit, ze proteinové komplexy jsou komplexy proteint, které
maji biologické, biochemické a biofyzikalni funkéni vyznamy a proteinové agregaty jsou shluky
proteint vznikajici na zéklad¢ biologickych, ¢asto patologickych specifickych podminek in vivo
a in vitro v dusledku zvlastnich podminek, naptiklad experimentalné¢ navozenou soucasnou
pritomnosti proteint, které se obvykle v bunikach do kontaktu nedostavaji. Navic takové proteiny
mohou byt experimentalnimi podminkami ovlivnény ve smyslu zmény jejich sterického slozeni a

rozvolnéni jejich sekundérni struktury.

Funkéni proteinové komplexy jsou vysoce dynamické a podléhaji zménam jak ve slozeni
jejich proteinovych soucasti, coz je ¢asto spojeno s dynamickymi a reverzibilnimi posttranslacnimi
modifikacemi. Proto takové proteinové funkéni komplexy Casto existuji v pfechodnych formach a

jejich soucasti byvaji zapojené do dalSich proteinovych komplexi s odlisSnymi funkcemi.

Pro pochopeni existence a funkce proteinovych komplext je zdsadni jejich identifikace,

lokalizace a funk¢ni nasledky jejich rozpojeni.

V tomto pohledu je mozné, Ze spolecnd imunoprecipitace proteinii v jednotlivych
experimentech je vysledek existence funkéniho komplexu Mediatorového komplexu obsahujiciho
MDT-28 ve vychozim biologickém materidlu in vivo, ktery se riznou meérou rozpadal
v jednotlivych experimentech a vedl k identifikaci jadrového mediatoru obsahujiciho MDT-28

(MDT-28 containing core Mediator komplex) (coz se zda piijatelnéjsi), nebo se naopak skladal
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béhem jednotlivych experimentalnich krokt. U takovych proteinti, jako jsou mitochondrialni
ribozomalni proteiny se naopak jevi pravdépodobnéjsi, ze k jejich vytvareni dochézelo béhem
jednotlivych experimentalnich krok nasi proteomické analyzy. Tento vysledek by mohl znamenat
afinitu a schopnosti téchto proteini vytvaiet proteinové agregaty, které by se vSak mohly vytvaret
také in vivo a byt podstatou takovych stavil jako je napiiklad mitochondriélni stres. Tyto tvahy

vSak jiz presahuji nami vytené experimentalni cile.

Celkoveé vysledky proteomickych pfistupi umociiuji experimentalni vypovédni hodnotu
modelového systému C. elegans. Jejich zasadni vyznam spociva ve spojeni pristupu, ktery neni
postaven na predchazejici hypotéze vyplyvajici ze zndmych experimentalnich dat a ma tedy
predpoklad piinést zcela nova spojeni a vest k hypotézam, které je pak mozné nasledné

experimentalné testovat.
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