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Abstrakt

Genetické regulacni mechanismy genové exprese podminuji spravny vyvoj, funkci a
odpovéd na potieby organismu ve vztahu k proménlivym Zivotnim podminkam. Jsou
vak relativné pomalé. Zivotni procesy vyzaduijici rychlou odpovéd na zmény
prostfedi a metabolismu jsou z velké ¢asti provadény na Urovni protein(, predevsim
jejich posttranslacnich modifikaci a protein-proteinovych interakci.

Cilem experimetnalni prace spojené s touto disertaci bylo vyuziti modelového
systému Caenorhabditis elegans ke studiu regulace genové exprese transkripénimi
faktory ze skupiny jadernych receptortd. Modelovy systém C. elegans nabizi velmi
vykonné experimetnalni pristupy predevsim v oblasti genetiky, genomiky a funkcni
fenotypické analyzy. V praci spojené s touto disertaci jsem studoval regulaci genové
exprese za experimantalnich podminek z hlediska funkéni proteomiky a zaméfil jsem
se na vyutziti separacnich metod a metod pokrocilé proteomiky, predevsim
hmotnostni spektrometrie.

V prvni ¢asti prace jsem charakterizoval jaderny receptor NHR-60 na Urovni proteinu.
Tento jaderny receptor je exprimovan ve dvou proteinovych formach o velikosti 50
kDa a 64 kDa, které jsou s rliznou intensitou detekovany v materialu z kultur C.
elegans a to pres to, Ze na Urovni mRNA je nhr-60 exprimovan ve formé jediné mRNA
odpovidajici proteinu s molekularni hmotnosti 50 KDa. Cilem bylo poznat molekularni
podstatu vy$si formy NHR-60 a jeji mozné funkéni disledky.

Detekci NHR-60 pomoci specificky vytvorené protilatky jsem nasledné poufzil k
charakterizaci moznosti a limitaci komparativni dvoudimensiondlni chromatografie s
hlavnim vyzkumnym cilem vytvotfeni metodického postupu spojeni proteomiky s
ustanovenymi metodami C. elegans k analyze kompletnich proteom( pochdazejicich z
velkoobjemovych kultur C. elegans za specialnich experimentalnich podminek. Prace
prokazala pouzitelnost dvoudimensionalni chromatografie k frakcionaci
solubilizovatelného proteomu a jeho dalsi vyuZziti pro diferencidlni porovnani
proteomui vazanych na specifické experimentaini podminky.

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

Experimentalni prace spojena s touto disertaci potvrzuje velmi zasadni pfinos
proteomickych metod pro studium mechanismu 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, | studied the
regulation of gene expression under specific experimental conditions from the
perspective of advanced functional proteomics and | focused on the employment
of separation methods and methods of advanced proteomics, especially by mass
spectrometry.In the first part of the work, | 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 mMRNA 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, | 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.

1.1 Regulace genové exprese

Bunécéné organismy jsou zasadnim zplsobem zavislé na regulované expresi
geneticky kddované informace ve strukturaini a jinak funkéni proteiny. Exprese



genetické informace je fizena trankripénimi faktory (Hawkins et al. 2018). Ty jsou
definovany jako proteiny, které vazi regulacni sekvence v genetickém materialu,
predevsim v promotorech gent (hlavnich regulaénich ¢asti gent) a ovliviiuji Groven
jejich prepisu do mRNA DNA dependentni RNA polymerazou |l pozitivné nebo
negativné. Mezi TF specifické pro ZivocCichy patfi jaderné receptory, modularni
proteiny, které vazi specifické sekvence v genetickém materidlu a prenasi regulacéni
potencidl smérem k trankripéni masinerii. Jejich modelovy vyznam je umocnén tim,
Ze dalsi ¢ast jejich molekuly v mnohych pfpadech ma shopnost vazat specifické nizko
molekularni vétsSinou hydrofobni molekuly a v disledku této vazby nebo jeji absence
regulovat cilové geny pozitivné nebo negativné. Skutecnost, Ze nékteré jaderné
receptory vazi kofaktory s trankripci aktivujici schopnosti a pfi absence této vazby
kofaktory s represivni schopnosti genové exprese prispéla k identifikaci koaktivatort
typu CBP/p300 a korepresor( typu NCoR1 a NCoR2. Poznéani téchto mechanismu
vyplynulo z nékolik dekdd intensivniho molekularné biologikcého vyzkumu
(pfehledné presentovano v (Evans and Mangelsdorf 2014)).

Genom Caenorhabditis elegans zahrnuje 284 gen( kédujicich jaderné receptory. To je
pocet, ktery se vymyka z rdmce ostatnich druhd se zndmym genomem a to i v rdmci
kmene hlistic, které maji zvySeny pocet genli jadernych receptord. Zmnozené
receptory jsou pomérné casté, ale vétsinou se to tyka rdznych podskupin (anglicky
subfamilies) receptor(. V druhu C. elegans jde o multiplikaci gent pravdépdobné
primarné odvozenych od HNF4. HNF4 je jeden z evolu¢né zachovalych jadernych
receptorl podskupiny NR2 a je pravdépodobné nejblizsim homolognim genem
pavodniho jaderného receptoru, ktery existoval v ¢asové blizkosti za¢atku evoluce
zivocichl. V genomu C. elegans je téchto receptorli pribuznych HNF4 asi 260
(Kostrouchova and Kostrouch 2015). Jeden z nich, NHR-60, vykazuje v identifikaci
protildtkou velmi zvlastni lokalizaci v okoli jaderné obalky. Protilatkou rozpoznavany
protein na Urovni Western blotu ma nejméné dvé rlizné velikosti, odpovidajici asi 50
kDa a 64 kDa. NHR-60 je v regulacni ose jaderného receptoru NHR-23 pod timto
receptorem, ktery je pfibuzny retinoidnim receptorim (Simeckova et al. 2007).
Podstata dvoji proteinové formy NHR-60 ani jeho pravdépdobné interagujici proteiny
zndmy nejsou. NHR-23 je velmi vyznamny jaderny receptor hlistic, ktery se kritickym
zplisobem uplatriuje v regulaci prechodt larvalnich stadii a svou vyraznou funkci je
obdobny thyroidnim receptor(im obratlovcll. Na rozdil od nich vsak nema znamy
ligand (Kostrouchova and Kostrouch 2015).

Regulaéni osa NHR-23 zahrnuje kolagenni geny, metabolické geny, vyvoj regulujici
geny pribuzné proteinlim Hedgehog a jaderné receptory NHR-91 a NHR-60. NHR-60
je exprimovan ve stejnych bunkach jako NHR-23 a mlze byt regulatorem dalsich
jadernych receptor( (viz. schema nize) v regulacni kaskadé toho jaderného receptoru
(Kostrouch et al. 1995; Kostrouchova et al. 1998; Kouns et al. 2011).



Existence dvou proteinovych formem NHR-60, které by mohly mit dilezZity vyznam
pro jeho dalsi funkce, vSak neni blize vysvétlena.
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Obraz xx. Regulacni osa jaderného receptoru NHR-23 (modifikovano z publikace
(Kostrouchova and Kostrouch 2015)).

1.1.4 Mediatorovy complex

Studie provadéné na kvasinkach a na transkrip¢nich faktorech Zivocisnych bunék
vedly k identifikaci vétsiho poctu (pfiblizné 100) dalSich proteinl ucastnych v regulaci
genové exprese. Nékteré z nich, asi 20 u kvasinek a 30 v Zivocisnych burkach se
ukazaly byt molekuldrnimi ortology skladajicimi funkéné obdobny, nebo shodny
komplex, ktery zprostfedkovava prenos informace z trankripc¢nich faktord k
trankripéni masinerii. Skute¢ny pocet interagujicich protein se tak snizil na 25 az 35
protein( skladajici jeden evoluéné zachovaly complex (Bourbon et al. 2004; Bourbon
2008).

Tento regulaéni complex nazyvany Medidtorovy komplex, nebo jen
Medidtor, je v soucasné dobé cilem intenzivnich studii zamérenych na molekularni
charakterizaci regulace genové exprese. Je to pfedevsim z toho dlivodu, Ze je
pravdépdobnym molekularnim uzlem, do kterého se soustfeduji dostfedné
mechanismy regulace genové exprese pochazejici z bunécénych regulaénich kaskad.

V $irsim pohledu se regulaéni kaskddy mohou promitat na Groven riznych
proteinl Ucastnych v genové expresi a integrovat tak signaly z transduk¢nich kaskad s
regulaci genové exprese zajistovanou trankripénimi factory a s nimi interagujicimi
protein (pfehledné pro modelovy organismus Caenorhabditis elegans prezentovano v
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(Grants et al. 2015)). Mediatorovy complex vsak predstavuje velmi versatilni
strukturu, ktera je schopna integrovat velkou $ifi téchto signald véetné dalsich signal
ze strukturdlniho stavu diferencovanych bunék.

Struktura mediatorového komplexu na molekularni trovni.

Soucasna predstava medidtorového komplexu je schematicky prezentovana v
nasledujicm schématu.

Il Modul hiavy
[7] Modul stiednt Easti
B Modul ocasu Modul téla v (M.
18 V10l 26
Podjednotky se zatim neuréenou lokalizaci - a1 L) )
(Podjednotky 23, 25,26, 28 a 30) siodulh "
B cox modul odulhlavy = &

4/ }

Modul CDK8

Modul ocasu

Obraz 2. Schématické znazornéni Mediatoru Zivoc¢ichl. Mediator je tvoien
Ctyfmi zékladnimi moduly, moduly hlavy, t¢la, ocasu a CDK modulu. U péti
podjednotek (podjednotek 23, 25, 26, 28 a 30) neni sterické zapojeni jest¢ dostatecné
prokazéano. Zpracovano podle (Soutourina 2018). Klasifikace jednotlivych
podjednotek Mediatorového komplexu vsak zatim neni pfesné ustanovena.
V nékterych dalSich souhrnnych publikacich je velka podjednotka MED14 fazena do
Modulu téla a je povazovana za molekularni kostru celého Mediatorového komplexu
(Yin and Wang 2014).

Mediator ma pravdépodobné modularni strukturu rozdélenou na ¢tyfi
zakladni moduly, modul hlavy, téla, ocasu a CDK8 modul. CDK8 modul mtze byt od
ostatnich podjednotek oddélen a vznika pak mensi Mediatorovy complex, ktery je ve
vétSin€ dokumentovanych piipadt transkripéné aktivni. CDK8 modul je tak ve vétsing
pfipadd, ale ne vzdy, modulem inhibujicim transkripéni funkci celého Mediatoru a
hlavnim modulem integrujicim negativni signaly transduk¢nich 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 mnohobun&énych organismii (Soutourina 2018). Ctyfi
podjednotky, a to konkrétné¢ MED23, MED25, MED26, MED?2S8, jsou pravdépodobné
evoluéné nové a spojené s evoluci diferencovanych bun¢k a tkani. Strukturni studie
navrhly existenci zékladniho Mediatorového komplexu zahrnujiciho pouze nékteré
podjednotky modulil 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 Medidtorové komplexy asociované s
jednotlivymi transkripnimi factory zahrnujicimi SREBP, VP16, TR, VDR a p53
maji odlisnou sterickou konformaci (Poss et al. 2013).

V soucasné dob¢ neni rozhodnuto, jestli existuji formy Mediatorového
komplexu s urc¢itymi podjednotkami vazanymi na specifické trankripci regulujici
funkce (Allen and Taatjes 2015). Nicméné u kvasinek byly popsany linie s
chybéjicimi 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 Medl, 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 (CDK8)a
srbl1) 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 konstantnim poc¢tem podjednotek (Paoletti et al. 2006).
Nicméné studie zaméfené na charakterizaci Medidtorovych komplexi v nadorech
sveédei pro existenci Mediatorovych komplexti s mensim nebo vétsim zastoupenim
urcitych podjenotek (Bragelmann et al. 2016; Syring et al. 2016).

Mediatorova podjednotka MED2S8.

Mediatorova podjednotka MED28 ma zvlastni vyznam z hlediska projektu
zaméteného na mozné funkeni spojeni mezi strukturnim stavem burniky 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 cytoplasmatickd na tirovni cytoskeletonu, ktera je
spojena s regulaci bunéénych funkei 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 zprosttedkovavaji cytoplazmatické
funkce a jejich dalsimi interaktory, by mohla byt také zapojena do regula¢nich funkci
jadernych, za pfedpokladu, Ze primarné cytoplazmatické proteiny se na zakladé¢ jejich
funkéniho nadbytku pfesunou z cytoplasmy do jadra. V takovém piipadé by se
uplatnily asocia¢ni konstanty vazby jednotlivych proteint v alternativnich
komplexech a jejich lokalni koncentrace.



Predchazejici studie nasi laboratofe detekovala a funkéné charkatrizovala
ortholog MED28 v modelovém organismu C. elegans, MDT-28 (Kostrouchova et al.
2017). To otevielo moznost dalSich studii zaméfenych na regulacni potencial MDT-28
v modelovém systému, ktery umoziiuje molekularné biologické a vyvojové analyzy na
urovni celého organismu, po celou dobu jeho vyvoje a zivota.

Modelovy organismus Caenorhabditis elegans

Biologicky modelovy systém C. elegans je velmi vykonny nastroj vyvojové a
molekularni biologie. Byl prvnim mnohobunécnym organismem, jehoz genom byl
kompletné sekvenovan a uvolnén do genetickych databazi. Nasledné se stal jednim z
vedoucich projektl v komplexni biologii. Tento systém vyuZiva digitalizaci a velmi
pokrocilou informatiku k ukladani veSkerych digitalizovatelnych dat a vyrostl do
souboru propojenych databdzi zahrnujiciho genové database, odvozené database
predpovéditelnych gend, databasi paralerné sekvenovanych dat exprimomu,
exiprimovanych isoforem mRNA, vaznych mist velkého mnozstvi znamych
transkripénich faktorl, mutaci, polymorfismd, navozenych ztrat funkci
predpovézenych gend, databasi expresnich vzorcl proteint sledovanych pomoci
transgennich technik a velkého mnozstvi dalSich experimentalnich dat (dostupné v
databasi WormBase https://www.wormbase.org vcetné citovatelnych literdrnich
pramen( http://www.wormbook.org/).

Modelovy systém C. elegans byl velmi Uspésné poutzit ke studiu vyvojovych
regulacnich cest, pochopeni fizené bunécné smrti a detailni analyzy lokalizace a
funkce jednotlivych proteini pomoci transgennich technik s vyuZitim fluorescentnich
proteinl. Tento systém je nyni velmi Uspésné vyuzivan pro studium fizené genové
exprese a jejiho spojeni s regulaci vyvoje a metabolismu (Reinke et al. 2013).

HYPOEZY @ CIIE .o e st 7
Hypotézy

Zivodichové (Metazoa), mnohobunééné heterotrofni organismy, se vyznacuji oproti
jinym bunécnym formam Zivota rychlymi reakcemi na zménu Zivotni situace. Pfitom
Zivotni formy jsou zasadnim zpUsobem zavislé na expresi svych gend, jejich geneticky
kodované informace. Pochopeni mechanismd, které integruji momentalini Zivotni
situace (stav metabolismu, vyvoje a funkce organismu a stav prosttedi) s genovou
expresi by mohlo zdsadné pfrispét k rozvoji obecného biologického pozndani regulace
genové exprese.

Modelovy organismus Caenorahbditis elegans umozniuje velmi efektivni biologicky,
predevsim geneticky a genomicky vyzkum ve velmi zkrdceném ¢asovém pohledu.
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Ctyfi larvalni stadia s velkym poctem presné regulovanych vyvojovych krokd
probéhne béhem 72 az 96 hodin. VSechny tyto vyvojové kroky musi probéhnout v
presné 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 Urovni exekucnich proteind a
mélo by byt zviditelnéno pomoci proteomickych metod zamérenych na analyzu
jadernych receptor(l a s nimi fyzicky reagujicich protein(.

Z téchto proteinl 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 zprostfedkovava spojeni mezi jadenymi receptory a zakladni
transkripéni masinerii jeho podjednotka MED28 (v genetickém nazvoslovi C. elegans
MDT-28). Tato podjednotka byla vybrana z toho divodu, Ze se jedna o podjednotku
evoluéné novou, pfitomnou jen u mnohobunécénych organismd, ktera navic nebyla u
hlistic znama. Pfesnéji feCeno, protein ortologni k perilipinu obratlovcl byl nespravné
oznacen jako ortolog MED28 (Chughtai et al. 2015; Kostrouchova et al. 2017).

Prvni hypotézou spojenou s touto disertaci byl predpoklad, ze vyssi forma NHR-60
rozpoznavana specifickou protilatkou je protein vznikajici posttransla¢ni 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 protein( interagujicich s nové identifikovanym MDT-28 potvrdi
asociace této podjednotky s dalSimi podjednotkami Mediatorového 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 funkéné charakterizovat NHR-60,
protein, ktery je kddovany jedinou formou mRNA, ale ma v analyze pomoci Western
blotu a cilené vytvorené protilatky dvé protienové formy o velikosti 50 kDa a 64 kDa.

Druhym vyzkumnym cilem prace bylo proteomicky charakterizovat protein MDT-28
identifikovany jako skute¢ny MED28 hlistic a urcit proteiny, se kterymi MDT-28
preferencné interaguje.

Material @ MELOAY .....eevervieiieiieiieieie ettt ettt sre bbb e bessaesaeesaesseensenes 8
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Pouzité linie C. elegans a jejich kultivace

Pro anlyzu exprese NHR-60 byly vyuzity organismy C. elegans oznacované jako divoky
typ (Wild type, N2) ziskané z Caenorhabditis Genetic Center, University of Minnesota
(Madison, MN, USA), které byly kulivovany 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) tvoreny promoterem
fizenym teplotnim Sokem (na zakladé vektoru pPD49.78), celou genovou sekvenci
nhr-60 véetné intront pred kterou byla vlioZena sekvence kodujici pro N-termindalné
pripojeny peptid FLAG a zakonéenou 3" nepfekladanou oblasti prevzatou z genu unc-
54. Konstrukt dale obsahoval selekéni marker rol-6 zplisobujici rol fenotyp. K indukci
syntézy transgenu byl vyuzit teplotni Sok 30 minut pfti teploté 34° C.

Charkaterizace NHR-60 na proteinové urovni

Z kultur C. elegans péstovanych v Petri miskach na médiu obsaujicim 2% Agar s NGM
(Nematode growth medium) médiem a pokrytych vrstvou E. coli (linie OP50) byly
hlistice smyty do 1.5 ml aliquot(l deionizovanou vodou, centrifugovany po dobu 2
min. pfi xx xg (3000 rpm Hettich, prdmér rotoru 12.5 cm), supernatnt odsat a ziskany
material byl resuspendovan ve 2x SDS Laemmli pufru (Laemmli 1970), pfiveden do
98° C, inkubovan po dobu 5 min. Koncentrace proteinu byla zméfena pomoci BCA
metody (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) s korekci metody odec¢tenim hodnot
ziskanych samotnym SDS pufrem. Proteiny byly separovany pomoci elektroforézy
(Mini-Protean I, Hercules, Bio-Rad, CA, USA), blotovany na nitrocelulozovou
membranu a vySetifeny pomoci protilatek vytvorenych proti NHR-60 (Simeckova et al.
2007) nebo monoklonalnimi protilatkami vytvorenymi 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 promotor( ovladanych
teplotnim Sokem.
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Tato frakce je vSak Princip analytickych metod pouZzitych v
experimentalni praci vedouci k této disertaci

Separace proteinti z proteinovych smési ziskanych z velkoobjemovych kultur
C.elegans pomoci dvoudimensiondlni chromatografie

K identifikaci proteinl z proteinovych smési jsou pouzivany predevsim pfistupy
zahrnujici dvoudimensiondlni elektroforézu vétsinou s prvnim rozmérem spocivajicim
v elektrofokusaci a druhym rozmérem spocivajicim v denaturujici SDS gelové
elektroforéze s pouzitim rGznych prechazejicich metod zamérenych na snizeni
mnozstvi protein v plvodni smési. Tyto metody byly vypracovany do velkych detaill
a umoznily identifikaci velkého mnoZstvi protein( ve specifickych frakcich. Tyto
pristupy vSsak maji také sva experimentalni omezeni odvozené od relativné malého
mnozstvi proteinu, které je mozné v individudlnich experimentech analyzovat, v
neschopnosti identifikovat proteiny, které nedavaji chromatografické skvrny ve
druhych rozmérech a predevsim v nutnosti pouziti inicidlni separaéni metody ke
snizeni mnozstvi proteinovych druht i celkového proteinu.

Metoda dvoudimensionalni chromatografie pouzita v prdci vedouci k této
disertaci predstavuje alternativni pfistup, ktery tato omezeni nema. Je zalozena na
prevedeni relativné velkého mnoizstvi proteinl vychoziho materialu do solubilni
proteinové smési pomoci vysokomolekularniho roztoku mocoviny.

Kvantifikované experimenty, které proved| predkladatel této disertace
ukazaly, Ze tento pfistup prevede pfiblizné 90% vychoziho materidlu obsahujiciho
kompletni organismy C. elegans do primarni solubilni frakce.

V nami pouzité metodé také ¢aste¢né ochuzena o molekuldrni slozky s molekularni
mnotnosti mensi nez priblizné 9 kDa, v pfipadé proteint mensich neZ protein s
priblizné 80 aminokyselinami. Tento krok je nutny k odstanéni vysokého obsahu soli
ve vzorcich. Mohl by vsak byt nahrazen jinou metodou v pfipadé nutnosti analyzovat
malé proteiny.

Cely systém je zaloZen na komercné ziskaném pfistroji Beckman Coulter
Proteomelab PF2D (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), ktery se sestava ze dvou
specificky upravenych systémi HPLC spojenych vloZzenym kolektorem frakci a
soucasnym injektorem frakci do druhého rozméru separace.

Prvni ¢ast systému déli proteiny na zakladé chromatofokusace — Cili na zakladé jejich
povrchového naboje a affinity ke stacinarni fazi za specifickych podminek uréovanych
mobilni fazi s proménlivym pH a nasledné se vzristajici koncentraci NaCl, coZ od pH
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6,5 plni stejny ucel jako dalsi snizovani pH. Na zakladé této separace jsou ze systému
vyplavovany frakce proteint podle jejich molekuldrné lokalniho povrchového naboje
a afininty ke staciondrni fazi s nejdfive uvolfiovanymi basickymi proteiny a nakonec
silné acidickymi proteiny.

Primarni frakce jsou pak separovany v druhém systému zalozeném na HPLC s reversni
fazi (HPRP — High Performance Reversed Phase Chromatography), ktery separuje
proteiny na zakladé jejich hydrophobicity. Systém je pak doplnén sbéracem frakci FC
204 (Gilson, Inc., Middleton, WI, USA) umoziiujicim automaticky sbér vice nez 1200
sekundarnich frakci. V usporadani pro komparativni dvoudimensiondlni
chromatografii pak systém analyzuje obsah protein( v jednotlivych frakcich na
zakladé spektrometrické UV detekce pfi vinové délce 214 nm (s maximem
absorbance zamérenym na peptidickou vazbu) a porovnava spektrometrické hodnoty
ve srovhavanych proteomech pomoci pocitaovych programl 32Karat, ProteoVue
and

DeltaVue, které (posloupné) umoziuji ovladani systému, analyzu ziskdvanych 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 diferencialné exprimovanych protein(
naslednou LC/MS/MS (liquid chromatography —tandem mass spectrometry) s
vyuZzitim natraveni tryopsinem separace LC (s kolonou Magic-C18 (0.180 x 150 mm,
200 A, 5 um — Michrom Bioresources, Auburn, CA), naslednou gradientovou eluci a
hmotnostni analyzou provedenou na pfistroji LCQDECA lon Trap Mass Spectrometer
(ThermoQuest, San Jose, CA, USA) spojenym s iontovym zdrojem (Nanoelectrospray
lon Source). Hmotnostni spektra byla analyzovédna programem SEQUEST™ s
napojenim na databasi SwissProt. Detaily jsou uvedeny v pfiloZzené publikaci
(Kostrouch et al. 2014).

Metody pouZité v analyze intracelularniho rozloZeni editovaného mdt-28
exprimujiciho GFP::MDT-28 a transgennich linii C. elegans nesoucich
exprachrosomalni konstrukty exprimujici MDT::GFP

Editované a transgenni line

Tii linie C. elegans exprimujici zeleny fluorescentni protein (GFP) byly pouzity jako
vychozi material pro immunoprecipitaci s vyuzitim GFP jako epitopu. Jedna linie
exprimujici samotny GFP byla pouzita jako kontolni materal k odliSeni proteinti, které
se vazi na povrch neadsorbovanych agarosovych 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. Druh4 transgenni linie
14



byla pfipravena ve formé extrachromosomalniho konstruktu (extrachromosomal
arrays). Expresni vzorec téchto linii je popsan v pfipojené publikaci (Kostrouchova et
al. 2017). Piivodni popis linii je v publikaci (Kostrouchova et al. 2017).

Zkracena charakterizace linif je nasledujici:

1. Linie KV4 (8419) nesouci editované alely F28F8.5 do formy gfp::F28F8.5 v jejich
normalni genomické lokalizaci Prasrs s(V:15573749)::gfp::F28F 8.5 vedouci k expresi
GFP::MDT-28.

2. C. elegans linie 7949 nesouci extrachromosomalni konstrukt PF28F8.5(400
bp)::F28F8.5::gfp regulovany vnitinim promotorem o délce 400 part basi byla
spojena s upravenym genem gfp s vlozenymi umélymi introny, které byly
amplifikovany z vektoru pPD95.75 a ukonceny 3’ UTR (3’ neptekladanou oblasti)
pfevzatou z genu unc-54. Konstrukt byl dale doplnén selekénim markerem pRF4
zpusobujicim rolujici fenotyp pro snadngjsi vybér transgennich organismu
(Kostrouchova et al. 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 pievzato z publikace Yilma et al. (in Press).

Prasras(V:15573749):1gfp::F28F8.5  (KV4, 8419) - edited gene

Prndeas afp mdt-28

——— B | — =)
Peasss.ciam b:F28F8.52:gfp (7949)
Ponat 28 mdt-28 afe
—n — E)sses = o)
Pae2500fP
Pose-120 afe
——

Fig. 1. Schematické znazornéni pouzitych linii.

Laboratorni velkoobjemové kultury C. elegans

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

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 proteint. Editovana linie byla stabilni a nevyzadovala
zadnou dalsi selek¢éni konrtolu. Naproti tomu linie nesouci extrachromosomalni
konstrukty (arrays) s MDT-28 s pfipojenym GFP na C-konci vykazovala trend
ztraceni transgenu béhem kultivace ukazujici na negativni biologickou aktivitu
fazniho proteinu. Tato linie byla proto kontrolovana pomoci fluorescencni
mikroskopie s pouzitim mikroskopu Olympus SZX12 (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Kultury, které splnily kriteria pro dalsi pouziti byly prevedeny do vodnich suspenzi a
promytim zbaveny zbytkl bakterialni potravy. Vysledné vzorky s objemem od 1 do 2.
6 ml byly pouzity pro dalsi experimenty.

Pro metodu GFP-TRAP byly vzorky prevedeny do likvidni fomy s pridanim lyzujiciho
pufru s inhibitory proteaz (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x),
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a sonikovany 10 krat po dobu 15 s (with
45 s prestavkou) pfi 0° C (UP50H Ultrasonic Processor, Hielscher Ultrasound
Technology, Teltow, Némecko). Vzorky byly centrifugovany 25 min. pfi 18600 xg a 4°
C a supernatant byl skladovan pfi -20° C. Imunoprecipitace metodou GFP-TRAP byla
pak provedena podle ndvodu producenta.

Hmotnostni spektrometrie byla dale provedena po pfevedeni materialu
imunoprecipitovaného splolu s imunitnimi partikulemi do roztoku exposici v 100 mM
bikarbonatu triethylammonia (TEAB) s 1% sodnym deoxycholatem (SDC). Cysteiny
byly redukovény roztokem 5 mM (koneéna koncentrace) tris(2-
carboxyethyl)phosphinu (TCEP) (60 °C, 60 min.) and blokovany 10 mM (konecna
koncentrace) methyl methanethiosulfonatem (MMTS) (Thermo Fisher Scientific) po
dobu 10 min. pti 22 °C.

Dalsi detaily jsou popsany v prilozeném rukopisu publikace pfijaté do tisku (Yilma et
al. 2019). Meotda vyuzila LC/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
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(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 database
https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/ pod ¢islem PXD015552 ( Project DOI:
10.6019/PXD015552, Username: reviewer73133@ebi.ac.uk, Password: 2|12cgHCZ).

VFSIEAKY ettt et ettt 10

1. Vysledky prvni ¢asti prace ukazaly, Ze protein NHR-60 je velmi pravdépodobné
posttranslacné modifikovan pfi zapojeni stresovych podminek. Ve spojeni s dalsi
analyzou exprese pravdépodobnych jadernych receptorl ve sméru regulacni kaskady
vysledky predkladané prace naznaduji, Ze posttransla¢ni modifikace NHR-60 je
pravdépodobné spojena s jeho inaktivaci nebo pfeménou na proteinové urovni s
naslednym rozpadem nebo pfeménou v jinak funkcni protein (napfiklad repressor).

Na zakladé téchto nalez( je mozné navrhnout koncept, ve kterém jeden z
proteinl ze skupiny zmnoZenych jadernych receptoru C. elegans integruje regulaci
genud ve sméru regulaéni kaskady v zavislosti na posttranslacni modifikaci regulované
stresovymi podminkami. Pravdépdobné se jedna o novou uroven regulace, ktera by
mohla byt soucasti evoluéniho tlaku, ktery vedl ke zmnozeni jadernych receptor(li C.
elegans.

2. Analyza frakcionace NHR-60 metodou dvoudimensionalni chromatografie dale
prokazala potencial reproducibilné frakcionovat komplexni proteom soubornych
kultur C. elegans a umoznila pouziti komparativni dvoudimensionalni chromatografie
pro analyzu proteomt za specialnich experimentalnich podminek.

3. Vysledky treti ¢asti prace potvrdily preferencni interakce MDT-28 (F28F8.5) s
medidtorovymi podjednotkami tvoficimi modul hlavy Mediatorového komplexu. Tyto
vysledky dale validuji dfivéjsi publikace z nasi laboratore, které identifikovaly F28F8.5
jako skutecny ortolog MED28 a svédci pro zapojeni ortholog MED28 v modulu hlavy
Mediatorového komplexu.

DISKUSE ettt e e e et e et e e eaae e e enteeeereeeanns 18

I. Analyza regulace genové exprese na proteomické trovni
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V experimentalni praci vedouci k této disertaci jsme se snazili pouzit
proteomické metody k analyze mechanismu fizené genové exprese. V prvni Casti
prace vazané k této disertaci (Kostrouch et al. 2014) jsme pfi snaze najit vazebné
proteiny protein( BIR-1 a SKP-1 nalezli proteiny, které nespadaji do predpoklddanych
kategorii, ale naopak zahrnovaly proteiny strukturni, enzymy a proteiny zatim
funkcné nezarazené u SKP-1 (ktery je ortholog prokazaného transkripéniho
koregulatoru) a naopak v pfipadé BIR-1, ktery ma prokazanou cytoskeletani funkci
jsme identifikovali transkrip¢ni faktory. Tento vysledek jsme ziskali v pfistupech,
které Ize povaZovat za pristupy bez predchoziho racionélniho vybéru (Yeast Two-
Hybrid Screen). Vysledky tak dovolovaly postavit hypotézu, Ze proteiny, které jsou
primarné strukturni, se mohou zapojovat do regulacnich siti genové exprese, jestlize
se nemohou zabudovat do bunécnych struktur a stanou se soucasti “volného
proteomu”. Volny proteom by pak predstavoval proteiny dostupné interakcim s
regulacnimi komplexy v cytoplasmé a v jadre (Kostrouch et al. 2014).

Pro testovani této hypotézy jsme zvolili metodu komparativni
dvoudimensionalni chromatografie, kterou jsme chtéli vizualizovat zmény na drovni
proteomu synchronizovanych kultur C. elegans s kratkodobé navozenou nadmérnou
expresi proteinu BIR-1.

Prace predkladatele této disertace byla zamérena na urceni
chromatografické charakterizace proteinu, proti kterému jsme méli vytvorenou
protilatku, ktera umoznila vizualizovat chromatografickou separaci tohoto proteinu v
systému dvoudimensionalni chromatografie pfistrojem Proteomelab PF2D
dostupnym komercéné.

Jaderny receptor NHR-60 predstavoval zajimavy cil proteomické analyzy z
dalsiho diivodu. NHR-60 je v regulac¢ni kaskadé pod jadernym receptorem NHR-23 a
vyznacuje se dvéma zvlastnostmi: na proteinové Urovni je exprimovan jako dvé
distinktni formy s velikosti ptiblizné 50 kDa a 64 kDa. Pfitom je znama jedina forma
mRNA kédujici pro tento receptor a to pro protein, ktery ma vypocitanou molekuldrni
hmotnost 50 kDa. Druhou zvlastnosti NHR-60 je jeho intracelularni lokalizace, ktera je
prevaziné perinuklearni, nebo nuklearni v oblasti vazané na jaderny obal (Simeckova
et al. 2007).

Prace predkladatele této disertace byla zamérena na proteinovou
charakterizaci NHR-60 a to na urceni podstaty a vyznamu existence dvou protinovych
formem NHR-60 a na nalezeni proteinu interagujicich s NHR-60. Experimenty ukazaly,
Ze vyssi forma NHR-60 vznikd na posttranslacni Urovni 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
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proteomickych metod v urceni této predpokladané posttranslacni modifikace mize
spocivat v chybéni modifika¢niho proteinu v databazich, které jsme pouzili k
hmotnostni spektrometrii zamérené na stanoveni této modifikace nebo poméry ve
vySetfovanych frakcich.

Zatimco vysledky dostatecné podporuji snizeni detekce mensi formy NHR-60
ve spojeni se stresem, a tedy zapojeni stresu do regulacni kaskady NHR-23 na drovni
NHR-60, podstata proteinu o velikosti 64 kDa rozpozndvaného protilatkou jasna neni.
Dva sméry podporujici existenci vétsi formy NHR-60 prameni z dolozeného snizeni
detekce vyssi formy po aplikaci specifické RNA interference namirené 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 indukovatelnou expresi
protein o obou velikostech, 50 (presnéji 51 kDa pro protein s pfipojenou sekvenci
FLAG) i protein( s ptibliznou velikosti 64 kDa. Zatimco protein o velikosti 50 kDa byl
také prokazan v imunoprecipitovanych frakcich hmotnostni spektrometrii, NHR-60
nebyl hmotnostni spektrometrii potvrzen v oblastech geld, kde by mohl byt pfitomen
NHR-60 o vétsi molekularni velikosti. Velikostné mlze vétsi forma NHR-60 odpovidat
proteinu monoubigitinovanému UBQ-2.

V regulaéni kaskadé jaderného receptoru NHR-23 je zapojena odpovéd na stress

Jaderné receptory vytvareji regulacni sité a kaskady (Landers and Spelsberg
1992; Goodwin et al. 2000; Swevers and latrou 2003). Ty ¢asto zahrnuji dalsi jaderné
receptory, které tak vytvareji regulacni sité. NHR-23 je hlavni regulator v kaskadé,
ktera 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 preménou 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 prevazuje a jeji
detekce je navic zvyraznéna stresovymi podminkami, predevsim hladovénim.
Detekce této vétsi formy NHR-60 protilatkou 4529 pfi nativnich podminkach je s
velkou pravdépodobnosti zasadné mensi, nez pfi denaturujicich podminkach
pouzitych pfi detekci Western blotem.
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NHR-23 (NR1F)

NHR-81

Collagens (NR6A)

Metabolic NHR-60 50 kDa = STRES
processes

Aktivace Eliminace NHR-60 nebo jeho zména
Hedgehog related genes na represar

Candidate target nuclear receptors

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. XX. Stress se promitd do regulacni kaskady NHR-23 na Urovni NHR-60. Vysledky
presentované v této disertaci ukazuji na vyrazné snizeni exprese NHR-60 o vleikosti
50 kDa. Toto snizeni je doprovazeno zvySenim detekce formy NHR-60 o velikosti 64
kDa.

V experimentech zacilenych na charakterizaci NHR-60 byl identifikovan jako
koimunoprecipitujici protein HSP-1. Usporadani experimentu (zde uvadéného i jiného
nezavislého a zde neuvadéného experimentu, ktery také detekoval HSP-1)
zahrnovalo expresi nadmérného mnozstvi NHR-60. Protoze HSP70 a jeho ortolog
HSP-1 je znam jako protein reagujici s velkym mnozZstvim protein(, je tato interakce
sice pravdépdobné funkéni, ale vzhedem k funkci NHR-60 spiSe vedlejsi. HSP70 vaze
nové produkované proteiny, proteiné nespravné slozené i proteiny funkcni.

Nicméné, interakce HSP70 je znama v pfipadé estrogenniho receptoru ER alfa
(Dhamad et al. 2016) a v pripadé funkcéniho dimeru ekdysonového receptoru EcR-RXR
u hmyzu (Arbeitman and Hogness 2000) a podobny mechanismus u NHR-60 proto
neni vyloucen.

Proteomicka studie zamérena na interaktory MDT-28 potvrzuje zapojeni MDT-28 v
modulu Hlavy Mediatorového komplexu

V dalsi ¢asti prace predstavujici hlavni zaméreni predkladatele této disertace
bylo stanoveni proteind interagujicich s mediatorovou podjednotkou MDT-28. MDT-
28 je velmi vyznamna podjednotka Mediatorového komplexu z nékolika divoda.

Tato podjednotka je evolucné recentni, pravdépodobné vznikla v souvislosti s evoluci
mnohobunécénych organismu. Mohla by tedy zprostfedkovavat spojeni se signaly z
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diferencia¢niho stavu buriky 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 ¢astecné
charakterizovala. Pouziti nezavislé proteomové charakterizace MDT-28 ma vyznam
pro dalsi nezavislé dolozeni jeji klasifikace a funkcniho 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 ptistupy podpofily vyznamnou vazbu na dalsi podjednotky
modulu Hlavy Mediatoru a podjednotky MDT-14, kterd tvofri zakladni kostru
Mediatoru rozpoznavaného protilatkou (Soutourina 2018).

U Medidtorové podjednotky jsme ocekavali, Ze budeme nachazet mimo
dalsi podjednotky Medidtoru také ¢etné trankripéni faktory. Nase ocekdvani se
v tomto sméru nenaplnilo. To pravdépodobné ukazuje, Ze funkéni interakce
trankripénich faktor s Mediatorovym komplexem je velmi dynamicka a kratkodoba.

Nase vysledky jsou zajimavé ze statistického hlediska. Samotna podstata
hmotnostni analyzy pouZité pro detekci interagujicih proteind je statistickd, nebo
|épe feceno pravdépdobnostni. Metoda pfifazuje aktudlné pozorovana spektra
odvozenych hmotnostnich hodnot hypotetickych proteind k hypotetickym hodnotam
proteinli odvozenych od zndmych sekvenci gen( a jejich mRNA s rGznou mirou
zahrnuti moznych posttranslacnich modifikaci a pravdépodobnostnim zastoupenim
hmotnostnich isotopl jednotlivych atomi. Tento postup je aplikovan na hypotetické
proteinové fragmenty odvozenych protein(i. Metoda tedy mlzZe naznacit existenci
téch proteinl ve vysSetfovanych frakcich, které byly derivovany na zékladé primarnich
dat nukleovych databasi a jsou uloZzeny v proteomickych databazich. Hodnoty p
v programech pouzitych k interpretaci proteomickych dat jsou navic vztazeny k poctu
cilovych protein(i posuzovaného genomu.

Nase interpretace ziskanych dat pro jednotlivé proteiny se vSak dale zasadné
lisi pro jednotlivé proteiny a jejich skupiny podle jejich funkéni povahy.

Jestlize jsme identifikovali rizné cytoskeletaini proteiny s velmi malou
hodnotou pravdépodobnosti uplatnéni nulové hypotézy, tedy malou
pravdépodobnosti Ze ziskany vysledek je nahodny, pak je matematicky vzato
pravdépodobné, Ze pozorovany protein ve frakci skute¢né byl. Jinym problémem je
biologicka vyznamnost tohoto nalezu.

Pokud byl pro NHR-60 identifikovan jako ko-imunoprecipitovany protein
HSP-1, je velka pravdépodobnost, Ze dany protein byl skutecné specificky
immunoprecipitovan s NHR-60. Hhodnota p, je vétSinou mnohem niz3i nez obvykle
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pouzivané dodnoty p < 0,001. Vysledek znamen3, Ze pravdépodobnost, Ze skutecné
existence HSP-1 ve frakci koimunoprecipitujici s NHR-60 je statisicky velmi vyznmany.

Dalsi podpora této interpretace je biologicka. Heat shock proteiny a
specificky HSP-70 jsou znamé interaktanty s funkénim dopadem v pfipadé ER alfa a
homologl RXR u hmyzu. Funkéni dopad mize byt jak inaktivujici se zapojenim
mechanismu, ktery se nazyva ,unfolded protein response” odpovéd na rozvolnéné
proteiny, tak aktivujici (Melville et al. 2003; Dhamad et al. 2016).

MuZeme tedy uvaZovat, Ze je jesté vice pravdépdobné, Ze ziskany vysledek
ma vypovédni hodnotu. Presto vsak vysledky tohoto typu vyzaduji dalsi dovné
validace, nez by mohly byt zarazeny do pfijatého stavu poznani.

Jina situace je v pripadé identifikace mediatorovych podjednotek jako
pravdépdobnych protein( interagujicich s MDT-28. Pro kazdou z identifikovanych
podjednotek plati podobné uvazovani, jako pro ostatni proteiny v pfipadé, Ze jde o
jedinou identifikovanou podjednotku. Jde o identifikaci se statistickou signifikanci
s hodnotou p maximalné 0,001, ale ¢asto jesté mnohem mensi v ptipadé identifikace
vétsiho poctu peptidickych fragmenti jednotlivého proteinu. Jde tedy o pomérné
vysokou signifikanci. ProtoZe zapojeni téchto jednotek do Mediatorového komplexu
je zndmé a dostatcéné experimentalné podlozené, je identifikace dvou takovych
podjednotek ndsobkem pravdépdobnostnich hodnot jejich identifikace, tedy p
maximalné dosahujici hodnotu 106, ale opét v pfipadé mensich hodnot
pravdépodobnosti nulové hypotézy obou proteint jejich daleko mensim soucinem.
JestliZze bylo v jediném experimentu (Tabulka 1, EXP 6) identifikovano 7
medidtorovych podjednotek, pak je jiz vyslednad 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 patfi do oblasti Afinitni purifikace spojené
s hmotnostni spektrometii (Affinity Purification Mass Spectrometry (AP-MS)) a je
fazena mezi velmi efektivni pristupy s velkou vypovédni hodnotou pro identifikaci
funkénich proteinovych komplext (Keilhauer et al. 2015). V nasem experimentalnim
usporadani méla velkou vyhodu v experimentalnim usporadani 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 vnitfné neusporadanou oblasti, ke které bylo mozno pfipojit fluorescentni protein
bez takového ovlivnéni funkce oznaceného proteinu, které by zabrarovalo jeho
zakladni funkci. Pouziti nadmérné exprimovaného transgenu vedouciho k eppresi
MDT-28 oznaceného na druhé, evolucné zachovalé ¢asti proteinu umoznilo také
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pomérné dobré zachyceni interagujcich proteind, i kdyZ rozsah identifikovanych
proteinl byl mensi.

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 ukdzaly ze MDT-28 vaze preferenencné soubor n¢kolika
podjednotek Modulu Hlavy Mediatoru (MDT-6, MDT-§, MDT-11, MDT-17, MDT-
20, MDT-22, MDT-30) a podjednotku MDT-14, ktera tvofi spojujici strukturu celého
Mediatoru. Protoze MDT-28 je pomérné maly protein tvoteny jen 200 nebo ve druhé
formé 202 aminokyselinami, je pravdépodobné Ze tyto podjenotky tvofi complex,
spise nez ze by byly vazany kazda samostatné. Experimenty take podporuji urceni
lokalizace MDT-28 v modulu Hlavy Mediatoru. Interakce se dvémi podjednotkami
Mediatoru, MDT-6 a MDT-30 byla rozpoznana jiz diive (Kostrouchova et al. 2017).
Interakce s podjednotkou MDT-30 je pravdépdobné piima, protoze byla pozorovana
jako interakce dvou proteint piipravenych expresi v bakteriich a nebyla tedy
zprostfedkovana jinym proteinem piitomnym v eukaryotnich bunikach (Kostrouchova
etal. 2017).

Vysledky zaroven podporuji MDT-30 jako skuteény ortolog MED30.

Vysledny Mediatorovy complex by mohl vypadat podobné jako je naznafeno
v Obr. XX

Je postaven na strukture kvasinkového minimalniho Mediatorového
komplexu vizualizovaného kryogenni elektronovou mikroskopii (Nozawa et al. 2017).
Centralni ¢ast tohoto 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 ptiloZeném schematu.
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Fig. XX Hypoteticky model minimalniho Mediatorového komplexu obsahujiciho
MDT-28 vytvoreny na zaklad¢ publikované struktury Mediatorového komplexu
kvasinek (Nozawa et al. 2017). Oznac¢eni MDT-28 proteinem GFP je vyznaéeno
(GFP). MDT-28 a MDT-30 jsou vlozeny do centralni oblasti kvasinkového mediatoru
v niz elektronmikroskopické studie nachazeji nevyplnény prostor.

Pfima interakce MDT-28 a MDT-30 je podporovana mimo publikovany
vysledek piimé vazby mezi témito proteiny piipravenymi expresi v bakterich a
nasledné purifikovanych (Kostrouchova et al. 2017). MDT-30 piedpovézeny na
zaklad€ porovnani primarni struktury (Bourbon 2008) je tedy velmi pravdépodobné
predpovézen spravng i kdyz se velikostné od MED30 obratlovci lisi sekvenci, ktera
nema pevné piedpoveditelnou strukturu a pravdépdobné odpovida oblasti se
skutecnou vnitin€ rozvolnénou strukturou (intrinsically disordered region). Ta by
pravdépodobné fungovala podobné jako podobné oblast v MDT-28 (Kostrouchova et
al. 2017).

Vztah té€chto dvou evolu¢né novych proteinii, MDT-28 a MDT-30 ma tedy
pravdépodobné zdsadni funkéni vyznam piinejmensim v hlisticich.

Intensivni proteinové interakce MED28 s dalSimi podjednotkami hlavy
Medidtorového komplexu byly dostate¢né dokumentovany (Tsai et al. 2014).
Nicméné, v naSich experimentech jsme pozorovali mensi rozsah podjednotek
Mediadtorového komplexu kopreciptovanych s MDT-28. Experimentalni uspofaddani v
nasich experimentech se od publikovanych praci tykajicich se Mediatorového
komplexu zivocisnych bun¢k odlisuji pfedevsim v tom, Ze v nasem systému jde o celé
organismy, jejichz burnky jsou v naprosté pievaze jiz v terminaln¢ diferencované.
Nabizi se proto mozné vysvétleni, ze Mediatorovy complex v terminalné
difefencovanych buiikach nemusi mit nutn¢ veskeré podjednotky a mohl by také
zahrnovat interakce s proteiny, které nemaji primarni tlohu v regulaci genové exprese.

Jaderné a cytoplasmatické proteiny vykazujici interakce s MDT-28
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Z cytoplasmatickych proteint, 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 zprosttedkovavat vazbu na vySe uvedené proteiny asociované s cytoskeletonem
vSak zachyceny byly. Jde predev§im o ARX-1, protein ortologni lidskému ACTR3
(Actin-related protein 3), ktery je soucasti komplexu Arp2/3. Tento complex se
nachazi na povrchu bunék a reguluje bunéény tvar a motilitu spolu s F-aktinem a
Contractinem (Weed et al. 2000). Spojeni ARP2/3 s MDT-28 nemusi byt nutné funkci
cytoplasmatickou protoze tento complex je take lokalizovan v jadrech a ma znamou
funkci v regulaci polymerace aktinu spojené s genovou expresi, a mechanimem
opravy DNA (Schrank et al. 2018). Mediatorovy complex je prokazanou soucasti
tohoto procesu (Soutourina and Werner 2014).

Dalsim proteinem, ktery byl identifikovan jako mozny interactor MDT-28 je tézky
fetézec dyneinu DHC-1. Byl identifikovan s velmi vysokymi intensitami a 22
unikatnimi peptidy ve dvou ze tfi experimentd, které pouzily N-termindlné oznaceny
MDT-28 proteinem GFP. Dynein se ucastni celé fady proteinovych interakei jak v
cytoplasmé, tak v jadre. Interaguje jak s P53 tak glukokortikoidnim recepotrem
(Harrell et al. 2004).

Nase experimenty dale ukazly na asociaci dalsich proteind 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 relvantni protoze maji jadernou
lokalizaci a nékterych ptipadech take prokazanou funkci spojenou s regulaci genové
exprese. Proteiny oznacené jako ribosomalni proteiny RPL-24.2 and RPL-29 ve
skutecnosti nejsou klasickymi ribosomalnimi proteiny a jejich klasifikace je zalozena
pouze na sekvencni podobnosti. Oba tyto proteiny maji pravdépdobné funkci v
regulaci genové exprese. RPL-29 je homologni k proteinu HIP/RPL29, ktery ma jak
jadernou tak cytoplasmatickou lokalizaci a uplatiiuje se ve vyvoji mlécné zlazy v
dospélosti (Kirn-Safran et al. 2002). RPL-24.2 je ortolog RSL24D1, coz? je jaderny
protein s dosud nezndmou funkci (The Human Protein Atlas,
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000137876-RSL24D1/cell).

Nase experimenty identifikovaly také omezeny set proteinti malé
podjednotky mitochondrialnich ribosome jako mozné interaktory MDT-28. Tyto
proteiny byly nalezeny v obou experimentalnich usporadanich s MDT-28 s
pfipojenym GFP na N-konci i na C-konci. Je otdzkou do jaké miry je mozné
povazovat tyto proteiny za skuteéné interaktory s MDT-28 a to presto, Ze v kontrolach
nalezeny nebyly a hodnoty jejich identifikace vykazovaly znacnou specificitu. Stejné
tak je otevienou otazkou, zda tyto proteiny byly precipitovany s MDT-28 jako
complex drzeny pohromad¢ nejakou spole¢nou vétsi proteinovou nebo ribonukleovou

25



strukturou, nebo adherovaly k imunoprecipitujicim partikulim jednotlivé. Proti prvni
moznosti svéd¢i chybéni dalsich ribosomalnich proteint malé podjednotky.

Je take mozné, ze precipitace mitochondridlnich ribosomalnich proteinti vznikla az
béhem bunécné disintegrace v lyzatech z experimentalnich kultur. Tato situace vSak
nemusi byt jen arteficialni a miize odrazet fyziologicky relevantni process,
mitochondrialni stresovou odpoveéd (Hill et al. 2018). Interakce mitochondrialnich
ribosomalnich proteinti s proteiny regulujicimi genovou expresi ma pravdépodobné
ulohu v regulaci vyvoje rostlin ribosomalnimi proteiny (Robles and Quesada 2017).
Tato ptedstave je dale kompatibilni s navrzenym konceptem ribosomalniho filtru
(“The Ribosome Filter Redux” or “The ribosome filter hypothesis”) (Mauro and
Edelman 2002; Mauro and Edelman 2007).

1. Vysledky prvni ¢asti prace ukazaly, Ze protein NHR-60 je velmi pravdépodobné
posttranslacné modifikovan pfi zapojeni stresovych podminek. Ve spojeni s dalsi
analyzou exprese pravdépodobnych jadernych receptord ve sméru regulacni kaskady
vysledky pfedkladané prace naznacuji, Ze posttranslac¢ni modifikace NHR-60 je
pravdépodobné spojena s jeho inaktivaci nebo pfeménou na proteinové urovni s
naslednym rozpadem nebo pfemeénou v jinak funkcni protein (napfiklad repressor).

Na zakladé téchto nalezl je moZné navrhnout koncept, ve kterém jeden z
proteinll ze skupiny zmnoZenych jadernych receptord C. elegans integruje regulaci
genl ve sméru regulacni kaskady v zavislosti na posttranslacni modifikaci regulované
stresovymi podminkami. Pravdépdobné se jedna o novou uUroven regulace, ktera by
mohla byt soucasti evoluéniho tlaku, ktery vedl ke zmnozeni jadernych receptortl C.
elegans.

2. Analyza frakcionace NHR-60 metodou dvoudimensionalni chromatografie dale
prokazala potencial reproducibilné frakcionovat komplexni proteom soubornych
kultur C. elegans a umoznila pouZiti komparativni dvoudimensiondlni chromatografie
pro analyzu proteomu za specialnich experimentalnich podminek.

3. Vysledky treti ¢asti prace potvrdily preferencni interakce MDT-28 (F28F8.5) s
medidtorovymi podjednotkami tvoficimi modul hlavy Mediatorového komplexu. Tyto
vysledky dale validuji dfivéjsi publikace z nasi laboratore, které identifikovaly F28F8.5
jako skutecny ortolog MED28 a svéd¢i pro zapojeni orthologli MED28 v modulu hlavy
Mediatorového komplexu.

26



RETETENCE ..o e e e 25

Seznam publikaci doktoranda v tomto usporadani:

publikace in extenso, které jsou podkladem disertace

a) s impact factorem (uvést hodnotu IF)

Yilma P, Kostrouchova M, Talacko P, Kostrouchova M, Kostrouch D, Novak P,
Kostrouchova M: Proteomic interactome of C. elegans Mediator complex subunit 28
(MDT-28) reveals predominant association with a restricted set of core Mediator
subunits and an affinity to additional structural and enzymatic proteins. Folia
Biologica, 2019 (in Press). [F(2018)=1,073

Kostrouchova M, Kostrouchova V, Yilma P, Benda A, Mandys V, Kostrouchova M.:
Valproic Acid Decreases the Nuclear Localization of MDT-28, the Nematode
Orthologue of MED28. Folia Biol (Praha). 2018;64(1):1-9. IF(2018)=1,073

Kostrouch D, Kostrouchova M, Yilma P, Chughtai AA, Novotny JP, Novak P,
Kostrouchova V, Kostrouchova M, Kostrouch Z.: SKIP and BIR-1/Survivin have
potential to integrate proteome status with gene expression. J Proteomics. 2014 Oct
14;110:93-106. doi: 10.1016/j.jprot.2014.07.023. IF(2014)=3,888

(Pohludka M, Simeckova K, Vohanka J, Yilma P, Novak P, Krause MW,
Kostrouchova M, Kostrouch Z. Proteomic analysis uncovers a metabolic phenotype in
C. elegans after nhr-40 reduction of function. Biochem Biophys Res Commun. 2008
Sep 12;374(1):49-54. doi: 10.1016/j.bbrc.2008.06.115. Epub 2008 Jul 9., publikace se
vaze k tématu, ale byla publikovana pied zapocetim postgradualniho studia a neni
proto piimo uvadéna v této disertaci.) IF(2008)=2,684

b) bez IF

publikace in extenso bez vztahu k tématu disertace

a) s IF (uvést hodnotu IF)

Mikolas P, Kollarova J, Sebkova K, Saudek V, Yilma P, Kostrouchova M, Krause
MW, Kostrouch Z, Kostrouchova M. GEI-8, a homologue of vertebrate nuclear
receptor corepressor NCoR/SMRT, regulates gonad development and neuronal
functions in Caenorhabditis elegans.

PLoS One. 2013;8(3):¢58462. doi: 10.1371/journal.pone.0058462. IF(2013)=3,534

27


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29871732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29871732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25088050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25088050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18616929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18616929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23484030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23484030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23484030

Rasgka O, Kostrouchova V, Behensky F, Yilma P, Saudek V, Kostrouch Z,
Kostrouchova M. SMED-TLX-1 (NR2E1) is critical for tissue and body plan
maintenance in Schmidtea mediterranea in fasting/feeding cycles. Raska O,
Kostrouchova V, Behensky F, Yilma P, Saudek V, Kostrouch Z, Kostrouchova M.
Folia Biol (Praha). 2011;57(6):223-31.

IF(2011)=1,151

b) bez IF

Reference

Allen, B. L., Taatjes, D. J. (2015) The Mediator complex: a central integrator of
transcription. Nat Rev Mol Cell Biol 16:155-166.

Arbeitman, M. N., Hogness, D. S. (2000) Molecular chaperones activate the
Drosophila ecdysone receptor, an RXR heterodimer. Cell 101:67-77.
10.1016/50092-8674(00)80624-8

Asturias, F. J., Jiang, Y. W., Myers, L. C., Gustafsson, C. M., Kornberg, R. D.
(1999) Conserved structures of mediator and RNA polymerase I
holoenzyme. Science 283:985-987.

Beyer, K. S., Beauchamp, R. L., Lee, M. F., Gusella, J. F., Naar, A. M., Ramesh,
V. (2007) Mediator subunit MED28 (Magicin) is a repressor of smooth
muscle cell differentiation. J Biol Chem 282:32152-32157.

Bourbon, H. M. (2008) Comparative genomics supports a deep evolutionary
origin for the large, four-module transcriptional mediator complex.
Nucleic Acids Res 36:3993-4008. 10.1093/nar/gkn349

Bourbon, H. M., Aguilera, A., Ansari, A. Z., Asturias, F. J., Berk, A. J., Bjorklund,
S., Blackwell, T. K., Borggrefe, T., Carey, M., Carlson, M., Conaway, J.
W., Conaway, R. C., Emmons, S. W., Fondell, J. D., Freedman, L. P,
Fukasawa, T., Gustafsson, C. M., Han, M., He, X., Herman, P. K.,
Hinnebusch, A. G., Holmberg, S., Holstege, F. C., Jaehning, J. A., Kim,
Y.J,, Kuras, L., Leutz, A,, Lis, J. T., Meisterernest, M., Naar, A. M.,
Nasmyth, K., Parvin, J. D., Ptashne, M., Reinberg, D., Ronne, H.,
Sadowski, I., Sakurai, H., Sipiczki, M., Sternberg, P. W., Stillman, D. J.,
Strich, R., Struhl, K., Svejstrup, J. Q., Tuck, S., Winston, F., Roeder, R.
G., Kornberg, R. D. (2004) A unified nomenclature for protein

28


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22264716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22264716

subunits of mediator complexes linking transcriptional regulators to
RNA polymerase Il. Mol Cell 14:553-557.
10.1016/j.molcel.2004.05.011

Bragelmann, J., Klumper, N., Offermann, A., von Massenhausen, A., Bohm, D.,
Deng, M., Queisser, A., Sanders, C., Syring, |., Merseburger, A. S.,
Vogel, W., Sievers, E., Vlasic, I., Carlsson, J., Andren, O., Brossart, P.,
Duensing, S., Svensson, M. A., Shaikhibrahim, Z., Kirfel, J., Perner, S.
(2016) Pan-Cancer Analysis of the Mediator Complex Transcriptome
Identifies CDK19 and CDK8 as Therapeutic Targets in Advanced
Prostate Cancer. Clin Cancer Res. 10.1158/1078-0432.CCR-16-0094

Brenner, S. (1974) The genetics of Caenorhabditis elegans. Genetics 77:71-94.

Chughtai, A. A., Kassak, F., Kostrouchova, M., Novotny, J. P., Krause, M. W.,
Saudek, V., Kostrouch, Z., Kostrouchova, M. (2015) Perilipin-related
protein regulates lipid metabolism in C. elegans. PeerJ 3:e1213.
10.7717/peerj.1213

Clark, S. G., Stern, M. J., Horvitz, H. R. (1992) C. elegans cell-signalling gene
sem-5 encodes a protein with SH2 and SH3 domains. Nature 356:340-
344.10.1038/356340a0

Cox, J., Hein, M. Y., Luber, C. A,, Paron, I., Nagaraj, N., Mann, M. (2014)
Accurate proteome-wide label-free quantification by delayed
normalization and maximal peptide ratio extraction, termed MaxLFQ.
Mol Cell Proteomics 13:2513-2526. 10.1074/mcp.M113.031591

Dettmann, A, Jaschke, Y., Triebel, I., Bogs, J., Schroder, I., Schuller, H.-J.
(2010) Mediator subunits and histone methyltransferase Set2
contribute to Ino2-dependent transcriptional activation of
phospholipid biosynthesis in the yeast Saccharomyces cerevisiae.
Molecular genetics and genomics : MGG 283:211-221.

Dhamad, A. E., Zhou, Z., Zhou, J., Du, Y. (2016) Systematic Proteomic
Identification of the Heat Shock Proteins (Hsp) that Interact with
Estrogen Receptor Alpha (ERalpha) and Biochemical Characterization
of the ERalpha-Hsp70 Interaction. PLoS One 11:e0160312.
10.1371/journal.pone.0160312

Dotson, M. R,, Yuan, C. X., Roeder, R. G., Myers, L. C., Gustafsson, C. M., Jiang,
Y. W, Li, Y., Kornberg, R. D., Asturias, F. J. (2000) Structural
organization of yeast and mammalian mediator complexes. Proc Natl!
Acad Sci U S A 97:14307-14310. 10.1073/pnas.260489497

29



Downward, J. (1994) The GRB2/Sem-5 adaptor protein. FEBS Lett 338:113-
117.10.1016/0014-5793(94)80346-3

Evans, R. M., Mangelsdorf, D. J. (2014) Nuclear Receptors, RXR, and the Big
Bang. Cell 157:255-266. 10.1016/j.cell.2014.03.012

Gonzalez-Agosti, C., Xu, L., Pinney, D., Beauchamp, R., Hobbs, W., Gusella, J.,
Ramesh, V. (1996) The merlin tumor suppressor localizes
preferentially in membrane ruffles. Oncogene 13:1239-1247.

Goodwin, B., Jones, S. A., Price, R. R., Watson, M. A., McKee, D. D., Moore, L.
B., Galardi, C., Wilson, J. G., Lewis, M. C., Roth, M. E., Maloney, P. R,,
Willson, T. M., Kliewer, S. A. (2000) A regulatory cascade of the
nuclear receptors FXR, SHP-1, and LRH-1 represses bile acid
biosynthesis. Mol Cell 6:517-526. 10.1016/s1097-2765(00)00051-4

Grants, J. M., Goh, G. Y., Taubert, S. (2015) The Mediator complex of
Caenorhabditis elegans: insights into the developmental and
physiological roles of a conserved transcriptional coregulator. Nucleic
Acids Res 43:2442-2453,

Harper, T. M., Taatjes, D. J. (2017) The complex structure and function of
Mediator. J Biol Chem. 10.1074/jbc.R117.794438

Harrell, J. M., Murphy, P. J., Morishima, Y., Chen, H., Mansfield, J. F.,
Galigniana, M. D., Pratt, W. B. (2004) Evidence for glucocorticoid
receptor transport on microtubules by dynein. J Biol Chem
279:54647-54654. 10.1074/jbc.M406863200

Hawkins, L. J., Al-Attar, R., Storey, K. B. (2018) Transcriptional regulation of
metabolism in disease: From transcription factors to epigenetics.
Peer) 6:5062. 10.7717/peerj.5062

Hebert, A. S., Richards, A. L., Bailey, D. J., Ulbrich, A., Coughlin, E. E.,
Westphall, M. S., Coon, J. J. (2014) The one hour yeast proteome.
Mol Cell Proteomics 13:339-347. 10.1074/mcp.M113.034769

Hill, S., Sataranatarajan, K., Remmen, H. V. (2018) Role of Signaling Molecules
in Mitochondrial Stress Response. Front Genet 9:225.
10.3389/fgene.2018.00225

Holstege, F. C., Jennings, E. G., Wyrick, J. J., Lee, T. |., Hengartner, C. J., Green,
M. R., Golub, T. R,, Lander, E. S., Young, R. A. (1998) Dissecting the
regulatory circuitry of a eukaryotic genome. Cell 95:717-728.

Huang, C. Y., Chou, Y. H., Hsieh, N. T., Chen, H. H., Lee, M. F. (2012) MED28
regulates MEK1-dependent cellular migration in human breast cancer
cells. J Cell Physiol 227:3820-3827. 10.1002/jcp.24093

30



Jiang, Y. W., Veschambre, P., Erdjument-Bromage, H., Tempst, P., Conaway, J.
W., Conaway, R. C., Kornberg, R. D. (1998) Mammalian mediator of
transcriptional regulation and its possible role as an end-point of
signal transduction pathways. Proc Natl Acad Sci U S A 95:8538-8543.

Josephson, M. P., Aliani, R., Norris, M. L., Ochs, M. E., Gujar, M., Lundquist, E.
A. (2017) The Caenorhabditis elegans NF2/Merlin Molecule NFM-1
Nonautonomously Regulates Neuroblast Migration and Interacts
Genetically with the Guidance Cue SLT-1/Slit. Genetics 205:737-748.
10.1534/genetics.116.191957

Keilhauer, E. C., Hein, M. Y., Mann, M. (2015) Accurate protein complex
retrieval by affinity enrichment mass spectrometry (AE-MS) rather
than affinity purification mass spectrometry (AP-MS). Mol Cell
Proteomics 14:120-135. 10.1074/mcp.M114.041012

Kirn-Safran, C. B., Julian, J., Fongemie, J. E., Hoke, D. E., Czymmek, K. J.,
Carson, D. D. (2002) Changes in the cytologic distribution of
heparin/heparan sulfate interacting protein/ribosomal protein L29
(HIP/RPL29) during in vivo and in vitro mouse mammary epithelial
cell expression and differentiation. Dev Dyn 223:70-84.
10.1002/dvdy.1226

Kostrouch, D., Kostrouchova, M., Yilma, P., Chughtai, A. A., Novotny, J. P,
Novak, P., Kostrouchova, V., Kostrouchova, M., Kostrouch, Z. (2014)
SKIP and BIR-1/Survivin have potential to integrate proteome status
with gene expression. J Proteomics 110:93-106.
10.1016/j.jprot.2014.07.023

Kostrouch, Z., Kostrouchova, M., Rall, J. E. (1995) Steroid/thyroid hormone
receptor genes in Caenorhabditis elegans. Proc Natl Acad Sci U S A
92:156-159.

Kostrouchova, M., Kostrouch, D., Chughtai, A. A., Kassak, F., Novotny, J. P.,
Kostrouchova, V., Benda, A., Krause, M. W., Saudek, V.,
Kostrouchova, M., Kostrouch, Z. (2017) The nematode homologue of
Mediator complex subunit 28, F28F8.5, is a critical regulator of C.
elegans development. PeerJ 5:e3390. 10.7717/peerj.3390

Kostrouchova, M., Kostrouch, Z. (2015) Nuclear receptors in nematode
development: Natural experiments made by a phylum. Biochim
Biophys Acta 1849:224-237. 10.1016/j.bbagrm.2014.06.016

Kostrouchova, M., Kostrouchova, V., Yilma, P., Benda, A., Mandys, V.,
Kostrouchova, M. (2018) Valproic Acid Decreases the Nuclear

31



Localization of MDT-28, the Nematode Orthologue of MED28. Folia
Biol (Praha) 64:1-9.

Kostrouchova, M., Krause, M., Kostrouch, Z., Rall, J. E. (1998) CHR3: a
Caenorhabditis elegans orphan nuclear hormone receptor required
for proper epidermal development and molting. Development
125:1617-1626.

Kostrouchova, M., Krause, M., Kostrouch, Z., Rall, J. E. (2001) Nuclear
hormone receptor CHR3 is a critical regulator of all four larval molts
of the nematode Caenorhabditis elegans. Proc Natl Acad Sci U S A
98:7360-7365. 10.1073/pnas.131171898

Kouns, N. A., Nakielna, J., Behensky, F., Krause, M. W., Kostrouch, Z.,
Kostrouchova, M. (2011) NHR-23 dependent collagen and hedgehog-
related genes required for molting. Biochem Biophys Res Commun
413:515-520. 10.1016/j.bbrc.2011.08.124

Laemmli, U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of
the head of bacteriophage T4. Nature 227:680-685.
10.1038/227680a0

Landers, J. P., Spelsberg, T. C. (1992) New concepts in steroid hormone
action: transcription factors, proto-oncogenes, and the cascade
model for steroid regulation of gene expression. Crit Rev Eukaryot
Gene Expr 2:19-63.

Lee, M. F., Beauchamp, R. L., Beyer, K. S., Gusella, J. F., Ramesh, V. (2006)
Magicin associates with the Src-family kinases and is phosphorylated
upon CD3 stimulation. Biochem Biophys Res Commun 348:826-831.
10.1016/j.bbrc.2006.07.126

Lu, M., Zhang, L., Sartippour, M. R., Norris, A. J., Brooks, M. N. (2006) EG-1
interacts with c-Src and activates its signaling pathway. Int J Oncol
29:1013-1018.

Masuda, T., Tomita, M., Ishihama, Y. (2008) Phase transfer surfactant-aided
trypsin digestion for membrane proteome analysis. J Proteome Res
7:731-740. 10.1021/pr700658q

Mathur, S., Vyas, S., Kapoor, S., Tyagi, A. K. (2011) The Mediator complex in
plants: structure, phylogeny, and expression profiling of
representative genes in a dicot (Arabidopsis) and a monocot (rice)
during reproduction and abiotic stress. Plant Physiol 157:1609-1627.
10.1104/pp.111.188300

32



Mauro, V. P., Edelman, G. M. (2002) The ribosome filter hypothesis. Proc Nat/
Acad Sci U S A 99:12031-12036. 10.1073/pnas.192442499

Mauro, V. P., Edelman, G. M. (2007) The ribosome filter redux. Cell Cycle
6:2246-2251.10.4161/cc.6.18.4739

Melville, M. W., McClellan, A. J., Meyer, A. S., Darveau, A., Frydman, J. (2003)
The Hsp70 and TRiC/CCT chaperone systems cooperate in vivo to
assemble the von Hippel-Lindau tumor suppressor complex. Mol Cell
Biol 23:3141-3151.

Nozawa, K., Schneider, T. R., Cramer, P. (2017) Core Mediator structure at 3.4
A extends model of transcription initiation complex. Nature 545:248-
251. 10.1038/nature22328

Paoletti, A. C., Parmely, T. J., Tomomori-Sato, C., Sato, S., Zhu, D., Conaway,
R. C., Conaway, J. W., Florens, L., Washburn, M. P. (2006)
Quantitative proteomic analysis of distinct mammalian Mediator
complexes using normalized spectral abundance factors. Proc Natl!
Acad Sci U S A 103:18928-18933. 10.1073/pnas.0606379103

Poss, Z. C., Ebmeier, C. C., Taatjes, D. J. (2013) The Mediator complex and
transcription regulation. Crit Rev Biochem Mol Biol 48:575-608.
10.3109/10409238.2013.840259

Reinke, V., Krause, M., Okkema, P. (2013) Transcriptional regulation of gene
expression in C. elegans. WormBook:1-34. 10.1895/wormbook.1.45.2

Robinson, P. J., Bushnell, D. A,, Trnka, M. J., Burlingame, A. L., Kornberg, R. D.
(2012) Structure of the mediator head module bound to the carboxy-
terminal domain of RNA polymerase Il. Proc Nat/ Acad Sci U S A
109:17931-17935. 10.1073/pnas.1215241109

Robinson, P. J., Trnka, M. J., Bushnell, D. A., Davis, R. E., Mattei, P. J.,
Burlingame, A. L., Kornberg, R. D. (2016) Structure of a Complete
Mediator-RNA Polymerase Il Pre-Initiation Complex. Cell 166:1411-
1422 e1416. 10.1016/j.cell.2016.08.050

Robinson, P. J., Trnka, M. J., Pellarin, R., Greenberg, C. H., Bushnell, D. A.,
Davis, R., Burlingame, A. L., Sali, A., Kornberg, R. D. (2015) Molecular
architecture of the yeast Mediator complex. Elife 4.
10.7554/elife.08719

Robles, P., Quesada, V. (2017) Emerging Roles of Mitochondrial Ribosomal
Proteins in Plant Development. Int J Mol Sci 18.
10.3390/ijms18122595

33



Sato, S., Tomomori-Sato, C., Parmely, T. J., Florens, L., Zybailov, B., Swanson,
S. K., Banks, C. A,, Jin, J., Cai, Y., Washburn, M. P., Conaway, J. W.,
Conaway, R. C. (2004) A set of consensus mammalian mediator
subunits identified by multidimensional protein identification
technology. Mol Cell 14:685-691.

Schrank, B. R., Aparicio, T., Li, Y., Chang, W., Chait, B. T., Gundersen, G. G.,
Gottesman, M. E., Gautier, J. (2018) Nuclear ARP2/3 drives DNA
break clustering for homology-directed repair. Nature 559:61-66.
10.1038/s41586-018-0237-5

Simeckova, K., Brozova, E., Vohanka, J., Pohludka, M., Kostrouch, Z., Krause,
M. W., Rall, J. E., Kostrouchova, M. (2007) Supplementary nuclear
receptor NHR-60 is required for normal embryonic and early larval
development of Caenorhabditis elegans. Folia Biol (Praha) 53:85-96.

Soutourina, J. (2018) Transcription regulation by the Mediator complex. Nat
Rev Mol Cell Biol 19:262-274. 10.1038/nrm.2017.115

Soutourina, J., Werner, M. (2014) A novel link of Mediator with DNA repair.
Cell Cycle 13:1362-1363. 10.4161/cc.28749

Swevers, L., latrou, K. (2003) The ecdysone regulatory cascade and ovarian
development in lepidopteran insects: insights from the silkmoth
paradigm. Insect Biochem Mol Biol 33:1285-1297.

Syring, I., Klumper, N., Offermann, A., Braun, M., Deng, M., Boehm, D.,
Queisser, A., von Massenhausen, A., Bragelmann, J., Vogel, W.,
Schmidt, D., Majores, M., Schindler, A., Kristiansen, G., Muller, S. C.,
Ellinger, J., Shaikhibrahim, Z., Perner, S. (2016) Comprehensive
analysis of the transcriptional profile of the Mediator complex across
human cancer types. Oncotarget 7:23043-23055.
10.18632/oncotarget.8469

Thompson, C. M., Young, R. A. (1995) General requirement for RNA
polymerase Il holoenzymes in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 92:4587-
4590.

Tsai, K. L., Tomomori-Sato, C., Sato, S., Conaway, R. C., Conaway, J. W.,
Asturias, F. J. (2014) Subunit architecture and functional modular
rearrangements of the transcriptional mediator complex. Cell
157:1430-1444. 10.1016/j.cell.2014.05.015

Tyanova, S., Temu, T., Sinitcyn, P., Carlson, A., Hein, M. Y., Geiger, T., Mann,
M., Cox, J. (2016) The Perseus computational platform for

34



comprehensive analysis of (prote)omics data. Nat Methods 13:731-
740. 10.1038/nmeth.3901

Verger, A., Monte, D., Villeret, V. (2019) Twenty years of Mediator complex
structural studies. Biochem Soc Trans. 10.1042/BST20180608

Weed, S. A, Karginov, A. V., Schafer, D. A., Weaver, A. M., Kinley, A. W.,
Cooper, J. A., Parsons, J. T. (2000) Cortactin localization to sites of
actin assembly in lamellipodia requires interactions with F-actin and
the Arp2/3 complex. J Cell Biol 151:29-40. 10.1083/jcb.151.1.29

Wiederhold, T., Lee, M. F., James, M., Neujahr, R., Smith, N., Murthy, A.,
Hartwig, J., Gusella, J. F., Ramesh, V. (2004) Magicin, a novel
cytoskeletal protein associates with the NF2 tumor suppressor merlin
and Grb2. Oncogene 23:8815-8825.

Yilma, P., Kostrouchova, M. J., Talacko, P., Kostrouchova, V., Kostrouch, D.,
Novdk, P., Kostrouchova, M. (2019) Proteomic interactome of C.
elegans Mediator complex subunit 28 (MDT-28) reveals predominant
association with a restricted set of core Mediator subunits and an
affinity to additional structural and enzymatic proteins. Folia Biol
(Praha) In Press.

Yin, J. W., Wang, G. (2014) The Mediator complex: a master coordinator of
transcription and cell lineage development. Development 141:977-
987.10.1242/dev.098392

Zhang, S., Kuhn, J. R. (2013) Cell isolation and culture. WormBook:1-39.
10.1895/wormbook.1.157.1

35



