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Abstrakt 
Genetické regulační mechanismy genové exprese podmiňují správný vývoj, funkci a 
odpověď na potřeby organismu ve vztahu k proměnlivým životním podmínkám. Jsou 
však relativně pomalé. Životní procesy vyžadující rychlou odpověď na změny 
prostředí a metabolismu jsou z velké části prováděny na úrovni proteinů, především 
jejich posttranslačních modifikací a protein-proteinových interakcí. 
Cílem experimetnální práce spojené s touto disertací bylo využití modelového 
systému Caenorhabditis elegans  ke studiu regulace genové exprese transkripčními 
faktory ze skupiny jaderných receptorů.  Modelový systém C. elegans nabízí velmi 
výkonné experimetnální přístupy především v oblasti genetiky, genomiky a funkční 
fenotypické analýzy. V práci spojené s touto disertací jsem studoval regulaci genové 
exprese za experimantálních podmínek z hlediska funkční proteomiky a zaměřil jsem 
se na využití separačních metod a metod pokročilé proteomiky, především 
hmotnostní spektrometrie. 
V první části práce jsem charakterizoval jaderný receptor NHR-60 na úrovni proteinu. 
Tento jaderný receptor je exprimován ve dvou proteinových formách o velikosti 50 
kDa a 64 kDa, které jsou s různou intensitou detekovány v materiálu z kultur C. 
elegans a to přes to, že na úrovni mRNA je nhr-60 exprimován ve formě jediné mRNA 
odpovídající proteinu s molekulární hmotností 50 KDa. Cílem bylo poznat molekulární 
podstatu vyšší formy NHR-60 a její možné funkční důsledky. 
Detekci NHR-60 pomocí specificky vytvořené protilátky jsem následně použil k 
charakterizaci možností a limitací komparativní dvoudimensionální chromatografie s 
hlavním výzkumným cílem vytvoření metodického postupu spojení proteomiky s 
ustanovenými metodami C. elegans k analýze kompletních proteomů pocházejících z 
velkoobjemových kultur C. elegans za speciálních experimentálních podmínek. Práce 
prokázala použitelnost dvoudimensionální chromatografie k frakcionaci 
solubilizovatelného proteomu a jeho další využití pro diferenciální porovnání 
proteomů vázaných na specifické experimentální podmínky. 
V druhé části práce jsem se zaměřil na identifikaci proteinových interakcí 
Mediátorové podjednotky MDT-28. Práce prokázala, že MDT-28 vykazuje interakce s 
podjednotkami tvořícími modul Hlavy  Mediátorového komplexu C. elegans. Výsledky 
potvrdily správnost klasifikace MDT-28 jako ortologního proteinu MED28 a vedla k 
odhalení dalších proteinů vykazujících afinitu k MDT-28.  
Experimentální práce spojená s touto disertací potvrzuje velmi zásadní přínos 
proteomických metod pro studium mechanismů 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 
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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.   

 

 

 

 
Úvod  .................................................................................................................. 6 
1.1 Regulace genové exprese 

Buněčné organismy jsou zásadním způsobem závislé na regulované expresi 
geneticky kódované informace ve strukturální a jinak funkční proteiny. Exprese 
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genetické informace je řízena trankripčními faktory (Hawkins et al. 2018). Ty jsou 
definovány jako proteiny, které váží regulační sekvence v genetickém materiálu, 
především v promotorech genů (hlavních regulačních částí genů) a ovlivňují úroveň 
jejich přepisu do mRNA DNA dependentní RNA polymerázou II pozitivně nebo 
negativně. Mezi TF specifické pro živočichy patří jaderné receptory, modulární 
proteiny, které váží specifické sekvence v genetickém materiálu a přenáší regulační 
potenciál směrem k trankripční mašinerii. Jejich modelový význam je umocněn tím, 
že další část jejich molekuly v mnohých přpadech má shopnost vázat specifické nízko 
molekulární většinou hydrofobní molekuly a v důsledku této vazby nebo její absence 
regulovat cílové geny pozitivně nebo negativně. Skutečnost, že některé jaderné 
receptory váží kofaktory s trankripci aktivující schopností a při absence této vazby 
kofaktory s represivní schopností genové exprese přispěla k identifikaci koaktivátorů 
typu CBP/p300 a korepresorů typu NCoR1 a NCoR2. Poznání těchto mechanismů 
vyplynulo z několik dekád intensivního molekulárně biologikcého výzkumu 
(přehledně presentováno v (Evans and Mangelsdorf 2014)).  

Genom Caenorhabditis elegans zahrnuje 284 genů kódujících jaderné receptory. To je 
počet, který se vymyká z rámce ostatních druhů se známým genomem a to i v rámci 
kmene hlístic, které mají zvýšený počet genů jaderných receptorů. Zmnožené 
receptory jsou poměrně časté, ale většinou se to týká různých podskupin (anglicky 
subfamilies) receptorů. V druhu C. elegans jde o multiplikaci genů pravděpdobně 
primárně odvozených od HNF4. HNF4 je jeden z evolučně zachovalých jaderných 
receptorů podskupiny NR2 a je pravděpodobně nejbližším homologním genem 
původního jaderného receptoru, který existoval v časové blízkosti začátku evoluce 
živočichů. V genomu C. elegans je těchto receptorů příbuzných HNF4 asi 260 
(Kostrouchova and Kostrouch 2015). Jeden z nich, NHR-60, vykazuje v identifikaci 
protilátkou velmi zvláštní lokalizaci v okolí jaderné obálky. Protilátkou rozpoznávaný 
protein na úrovni Western blotu má nejméně dvě různé velikosti, odpovídající asi 50 
kDa a 64 kDa. NHR-60 je v regulační ose jaderného receptoru NHR-23 pod tímto 
receptorem, který je příbuzný retinoidním receptorům (Simeckova et al. 2007). 
Podstata dvojí proteinové formy NHR-60 ani jeho pravděpdobné interagující proteiny 
známy nejsou. NHR-23 je velmi významný jaderný receptor hlístic, který se kritickým 
způsobem uplatňuje v regulaci přechodů larválních stádií a svou výraznou funkcí je 
obdobný thyroidním receptorům obratlovců. Na rozdíl od nich však nemá známý 
ligand (Kostrouchova and Kostrouch 2015).  

Regulační osa NHR-23 zahrnuje kolagenní geny, metabolické geny, vývoj regulující 
geny příbuzné proteinům Hedgehog a jaderné receptory NHR-91 a NHR-60. NHR-60 
je exprimován ve stejných buňkách jako NHR-23 a může být regulátorem dalších 
jaderných receptorů (viz. schema níže) v regulační kaskádě toho jaderného receptoru 
(Kostrouch et al. 1995; Kostrouchova et al. 1998; Kouns et al. 2011). 
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Existence dvou proteinových formem NHR-60, které by mohly mít důležitý význam 
pro jeho další funkce, však není blíže vysvětlena. 

 

Obraz xx. Regulační osa jaderného receptoru NHR-23 (modifikováno z publikace 
(Kostrouchova and Kostrouch 2015)).  

 

1.1.4 Mediátorový complex 

Studie prováděné na kvasinkách a na transkripčních faktorech živočišných buněk 
vedly k identifikaci většího počtu (přibližně 100) dalších proteinů účastných v regulaci 
genové exprese. Některé z nich, asi 20 u kvasinek a 30 v živočišných buňkách se 
ukázaly být molekulárními ortology skládajícími funkčně obdobný, nebo shodný 
komplex, který zprostředkovává přenos informace z trankripčních faktorů k 
trankripční mašinerii. Skutečný počet interagujících protein se tak snížil na 25 až 35 
proteinů skládající jeden evolučně zachovalý complex (Bourbon et al. 2004; Bourbon 
2008). 

Tento regulační complex nazývaný Mediátorový komplex, nebo jen 
Mediátor, je v současné době cílem intenzivních studií zaměřených na molekulární 
charakterizaci regulace genové exprese. Je to především z toho důvodu, že je 
pravděpdobným molekulárním uzlem, do kterého se soustřeďují dostředné 
mechanismy regulace genové exprese pocházející z buněčných regulačních kaskád. 

V širším pohledu se regulační kaskády mohou promítat na úroveň různých 
proteinů účastných v genové expresi a integrovat tak signály z transdukčních kaskád s 
regulací genové exprese zajišťovanou trankripčními factory a s nimi interagujícími 
protein (přehledně pro modelový organismus Caenorhabditis elegans prezentováno v 
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(Grants et al. 2015)). Mediátorový complex však představuje velmi versatilní 
strukturu, která je schopna integrovat velkou šíři těchto signálů včetně dalších signálů 
ze strukturálního stavu diferencovaných buněk.  

 

Struktura mediátorového komplexu na molekulární úrovni. 

Současná představa mediátorového komplexu je schematicky prezentována v 
následujícm schématu. 

 

Obraz 2. Schématické znázornění Mediátoru živočichů. Mediátor je tvořen 
čtyřmi základními moduly, moduly hlavy, těla, ocasu a CDK modulu. U pěti  
podjednotek (podjednotek 23, 25, 26, 28 a 30) není sterické zapojení ještě dostatečné 
prokázáno. Zpracováno podle (Soutourina 2018). Klasifikace jednotlivých 
podjednotek Mediátorového komplexu však zatím není přesně ustanovena. 
V některých dalších souhrnných publikacích je velká podjednotka MED14 řazena do 
Modulu těla a je považována za molekulární kostru celého Mediátorového komplexu 
(Yin and Wang 2014).  

 
Mediátor má pravděpodobně modulární strukturu rozdělenou na čtyři 

základní moduly, modul hlavy, těla, ocasu a CDK8 modul. CDK8 modul může být od 
ostatních podjednotek oddělen a vzniká pak menší Mediátorový complex, který je ve 
většině dokumentovaných případů transkripčně aktivní. CDK8 modul je tak ve většině 
případů, ale ne vždy, modulem inhibujícím transkripční funkci celého Mediátoru a 
hlavním modulem integrujícím negativní signály transdukčních kaskád (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). Mediátorový komplex 
kvasinek Saccharomyces cerevisiae zahrnuje menší počet podjednotek než 
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Mediátorový komplex mnohobuněčných organismů (Soutourina 2018). Čtyři 
podjednotky, a to konkrétně MED23, MED25, MED26, MED28, jsou pravděpodobně 
evolučně nové a spojené s evolucí diferencovaných buněk a tkání. Strukturní studie 
navrhly existenci základního Mediátorového komplexu zahrnujícího pouze některé 
podjednotky modulů hlavy a těla (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). Strukturní studie navíc ukazala, že Mediátorové komplexy asociované s 
jednotlivými transkripčními factory zahrnujícími  SREBP, VP16, TR, VDR a p53 
mají odlišnou sterickou konformaci (Poss et al. 2013).  

V současné době není rozhodnuto, jestli existují formy Mediátorového 
komplexu s určitými podjednotkami vázanými na specifické trankripci regulující 
funkce (Allen and Taatjes 2015). Nicméně u kvasinek byly popsány linie s 
chybějícími podjednotkami, které byly životaschopné v laboratorních podmínkách. 
Naproti tomu podjednotky Med17 and Med21 byly nutné pro široké spektrum genové 
transkripce (Thompson and Young 1995; Holstege et al. 1998). Chybění jednotlivých 
podjednotek Med1, Med2, Med3, Med5, Med9, Med15, Med16, Med18, Med19, 
Med20, Med31, nebo podjednotky skládající CDK modul ( v nomenclature 
Saccharomyces cervisiae  podjednotky Med12 (srb8), Med13 (srb9), srb10 (CDK8)a  
srb11) nezabránilo mutovaným liniím přežít za laboratorních podmínek (Dettmann et 
al. 2010).  

V jiných studiích provedených na kultivovaných kvasinkách (Robinson et al. 
2016)  nebo HeLa buňkách (Paoletti et al. 2006; Tsai et al. 2014) byly precipitovány 
Mediátorové komplexy se stabilním poměrem podjednotek svědčícím pro existenci 
Mediátorového komplexu s konstantním počtem podjednotek (Paoletti et al. 2006).  
Nicméně studie zaměřené na charakterizaci Mediátorových komplexů v nádorech 
svědčí pro existenci Mediátorových komplexů s menším nebo větším zastoupením 
určitých podjenotek (Bragelmann et al. 2016; Syring et al. 2016).   
 
Mediátorová podjednotka MED28. 

Mediátorová podjednotka MED28 má zvláštní význam z hlediska projektu 
zaměřeného na možné funkční spojení mezi strukturním stavem buňky a regulací 
genové exprese pro jeho prokázanou dvojí lokalizaci s dvojím odlišným funkčním 
významem. První funkce je jaderná jako mediátorová podjednotka  (Sato et al. 2004; 
Beyer et al. 2007) a druhá funkce je cytoplasmatická na úrovni cytoskeletonu, která je 
spojená s regulací buněčných funkcí 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 
dává předpoklad, že asociace s proteiny, které zprostředkovávají cytoplazmatické 
funkce a jejich dalšími interaktory, by mohla být také zapojena do regulačních funkcí 
jaderných, za předpokladu, že primárně cytoplazmatické proteiny se na základě jejich 
funkčního nadbytku přesunou z cytoplasmy do jádra. V takovém případě by se 
uplatnily asociační konstanty vazby jednotlivých proteinů v alternativních 
komplexech a jejich lokální koncentrace.  
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Předcházející studie naší laboratoře detekovala a funkčně charkatrizovala 
ortholog MED28 v modelovém organismu C. elegans, MDT-28 (Kostrouchova et al. 
2017). To otevřelo možnost dalších studií zaměřených na regulační potenciál MDT-28 
v modelovém systému, který umožňuje molekulárně biologické a vývojové analýzy na 
úrovni celého organismu, po celou dobu jeho vývoje a života.   

 
Modelový organismus Caenorhabditis elegans 

Biologický modelový systém C. elegans je velmi výkonný nástroj vývojové a 
molekulární biologie. Byl prvním mnohobuněčným organismem, jehož genom byl 
kompletně sekvenován a uvolněn do genetických databází.  Následně se stal jedním z 
vedoucích projektů v komplexní biologii. Tento systém využívá digitalizaci a velmi 
pokročilou informatiku k ukládání veškerých digitalizovatelných dat a vyrostl do 
souboru propojených databází zahrnujícího genové database, odvozené database 
předpověditelných genů, databasí paralerně sekvenovaných dat exprimomu, 
exiprimovaných isoforem mRNA, vazných míst velkého množství známých 
transkripčních faktorů, mutací, polymorfismů, navozených ztrát funkcí 
předpovězených genů, databásí expresních vzorců proteinů sledovaných pomocí 
transgenních technik a velkého množství dalších experimentálních dat (dostupné v 
databasi WormBase https://www.wormbase.org  včetně citovatelných literárních 
pramenů http://www.wormbook.org/). 

 Modelový systém C. elegans byl velmi úspěšně použit ke studiu vývojových 
regulačních cest, pochopení řízené buněčné smrti a detailní analýzy lokalizace a 
funkce jednotlivých proteinů pomocí transgenních technik s využitím fluorescentních 
proteinů. Tento systém je nyní velmi úspěšně využíván pro studium řízené genové 
exprese a jejího spojení s regulací vývoje a metabolismu (Reinke et al. 2013).  

 
 
Hypotézy a cíle   .....................................................................................................7 
Hypotézy 

Živočichové (Metazoa), mnohobuněčné heterotrofní organismy, se vyznačují oproti 
jiným buněčným formám života rychlými reakcemi na změnu životní situace. Přitom 
životní formy jsou zásadním způsobem závislé na expresi svých genů, jejich geneticky 
kodované informace. Pochopení mechanismů, které integrují momentální životní 
situace (stav metabolismu, vývoje a funkce organismu a stav prostředí) s genovou 
expresí by mohlo zásadně přispět k rozvoji obecného biologického poznání regulace 
genové exprese.  

Modelový organismus Caenorahbditis elegans umožňuje velmi efektivní biologický, 
především genetický a genomický výzkum ve velmi zkráceném časovém pohledu. 

https://www.wormbase.org/
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Čtyři larvální stadia s velkým počtem přesně regulovaných vývojových kroků 
proběhne během 72 až 96  hodin. Všechny tyto vývojové kroky musí proběhnout v 
přesné regulaci s integrací s vývojovými procesy a zevními podmínkami.  

Naší hlavní hypotézou je, že existuje spojení mezi regulacemi hlavních regulačních 
kaskád a stavem organismu, jeho metabolismem a stavem zevních podmínek. Toto 
spojení je v našem hypotetickém pohledu zajištěno na úrovni exekučních proteinů a 
mělo by být zviditelněno pomocí proteomických metod zaměřených na analýzu 
jaderných receptorů a s nimi fyzicky reagujících proteinů.  

Z těchto proteinů byly vybrány jaderné receptory NHR-23, NHR-60 (Kostrouchova et 
al. 1998; Kostrouchova et al. 2001; Simeckova et al. 2007) a z Mediátorového 
komplexu, který zprostředkovává spojení mezi jadenými receptory a základní 
transkripční mašinerií jeho podjednotka MED28 (v genetickém názvosloví C. elegans 
MDT-28). Tato podjednotka byla vybrána z toho důvodu, že se jedná o podjednotku 
evolučně novou, přítomnou jen u mnohobuněčných organismů, která navíc nebyla u 
hlístic známa. Přesněji řečeno, protein ortologní k perilipinu obratlovců byl nesprávně 
označen jako ortolog MED28 (Chughtai et al. 2015; Kostrouchova et al. 2017). 

První hypotézou spojenou s touto disertací byl předpoklad, že vyšší forma NHR-60 
rozpoznávaná specifickou protilátkou je protein vznikající posttranslační modifikací a 
že tedy proteomické metody mohou tuto modifikaci blíže charakterizovat a mohou 
také odhalit proteiny interagující s NHR-60.   

Druhou hypotézou spojenou s touto disertací byl předpoklad, že necílená 
proteomická analýza proteinů interagujících s nově identifikovaným MDT-28 potvrdí 
asociace této podjednotky s dalšími podjednotkami Mediátorového komplexu a navíc 
odhalí proteiny, které by mohly vstupovat do funkce MDT-28 a přispívat k regulaci 
genové exprese závislé na MDT-28.    

Cíle výzkumné práce 

Prvním výzkumným cílem práce bylo proteomicky a funkčně charakterizovat NHR-60, 
protein, který je kódovaný jedinou formou mRNA, ale má v analýze pomocí Western 
blotu a cíleně vytvořené protilátky dvě protienové formy o velikosti  50 kDa a 64 kDa. 

Druhým výzkumným cílem práce bylo proteomicky charakterizovat protein MDT-28 
identifikovaný jako skutečný MED28 hlístic a určit proteiny, se kterými MDT-28 
preferenčně interaguje.   

 
Material a metody ..................................................................................................8 
 



12 
 

Použité linie C. elegans a jejich kultivace 

Pro anlýzu exprese NHR-60 byly využitý organismy C. elegans označované jako divoký 
typ (Wild type, N2) získané z Caenorhabditis Genetic Center, University of Minnesota 
(Madison, MN, USA), které byly kulivovány podle ustanovených laboratorních 
podmínek (Brenner 1974) jako smíšené kultury nebo kultury synchronizované 
standardním laboratorním postupem (Zhang and Kuhn 2013).  K analýze NHR-60 
imunoprecipitovaného nezávislou protilátkou byla vytvořena transgenní line C. 
elegans nesoucí extrachromosomální konstrukt (arrays) tvořený promoterem 
řízeným teplotním šokem (na základě vektoru pPD49.78), celou genovou sekvencí 
nhr-60 včetně intronů před kterou byla vložena sekvence kodující pro N-terminálně 
připojený peptid FLAG a zakončenou 3´ nepřekládanou oblastí převzatou z genu unc-
54. Konstrukt dále obsahoval selekční marker rol-6 způsobující rol fenotyp. K indukci 
syntézy transgenu byl využit teplotní šok 30 minut při teplotě 34° C.  

Charkaterizace NHR-60 na proteinové úrovni 

Z kultur C. elegans pěstovaných v Petri miskách na médiu obsaujícím 2% Agar s NGM 
(Nematode growth medium) médiem a pokrytých vrstvou E. coli (linie OP50) byly 
hlístice smyty do 1.5 ml aliquotů deionizovanou vodou, centrifugovány po dobu 2 
min. při xx xg (3000 rpm Hettich, průměr rotoru 12.5 cm), supernatnt odsát a získaný 
material byl resuspendován ve 2x SDS Laemmli pufru (Laemmli 1970), přiveden do 
98° C, inkubován po dobu 5 min. Koncentrace proteinu byla změřena pomocí BCA 
metody (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) s korekcí metody odečtením hodnot 
získaných samotným SDS pufrem. Proteiny byly separovány pomocí elektroforézy 
(Mini-Protean I, Hercules, Bio-Rad, CA, USA), blotovány na nitrocelulozovou 
membránu a vyšetřeny pomocí protilátek vytvořených proti NHR-60 (Simeckova et al. 
2007) nebo monoklonálními protilátkami vytvořenými proti peptidu FLAG (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Jako sekundární protilátky byly použity protilátky 
označené peroxidázou (Gio-Rad, Hercules, CA, USA). Ty byly vizualizovány pomocí 
chemiluminiscence podobně jako v publikované práci (Simeckova et al. 2007) 

 

Analýza NHR-60 při stresových podmínkách  

Jako stresové podmínky byly použity jednak kultivace při sníženém množství potravy 
a velké densitě hlístic v jednotlivých kulturách. Druhým typem navozeného stresu byl 
teplotní šok, stejný jako při použití pro indukci transkripce z promotorů ovládaných 
teplotním šokem.  
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 Tato frakce je však Princip analytických metod použitých v 
experimentální práci vedoucí k této disertaci 

 

Separace proteinů z proteinových směsí získaných z velkoobjemových kultur 
C.elegans pomocí dvoudimensionální chromatografie 

K identifikaci proteinů z proteinových směsí jsou používány především přístupy 
zahrnující dvoudimensionální elektroforézu většinou s prvním rozměrem spočívajícím 
v elektrofokusaci a druhým rozměrem spočívajícím v denaturující SDS gelové 
elektroforéze s použitím různých přecházejících metod zaměřených na snížení 
množství protein v původní směsi. Tyto metody byly vypracovány do velkých detailů 
a umožnily identifikaci velkého množství proteinů ve specifických frakcích. Tyto 
přístupy však mají také svá experimentální omezení odvozené od relativně malého 
množství proteinu, které je možné v individuálních experimentech analyzovat, v 
neschopnosti identifikovat proteiny, které nedávají chromatografické skvrny ve 
druhých rozměrech a především v nutnosti použití iniciální separační metody ke 
snížení množství proteinových druhů i celkového proteinu. 

 Metoda dvoudimensionální chromatografie použitá v práci vedoucí k této 
disertaci představuje alternativní přístup, který tato omezení nemá. Je založena na 
převedení relativně velkého množství proteinů výchozího materiálu do solubilní 
proteinové směsi pomocí vysokomolekulárního roztoku močoviny.  

 Kvantifikované experimenty, které provedl předkladatel této disertace 
ukázaly, že tento přístup převede přibližně 90% výchozího materiálu obsahujícího 
kompletní organismy C. elegans do primární solubilní frakce.  

V námi použité metodě také částečně ochuzena o molekulární složky s molekulární 
mnotností menší než přibližně 9 kDa, v případě proteinů menších než protein s 
přibližně 80 aminokyselinami. Tento krok je nutný k odstanění vysokého obsahu solí 
ve vzorcích. Mohl by však být nahrazen jinou metodou v případě nutnosti analyzovat 
malé proteiny.   

Celý systém je založen na komerčně získaném přístroji Beckman Coulter 
ProteomeLab PF2D (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), který se sestává ze dvou 
specificky upravených systémů HPLC spojených vloženým kolektorem frakcí a 
současným injektorem frakcí do druhého rozměru separace.  

První část systému dělí proteiny na základě chromatofokusace – čili na základě jejich 
povrchového náboje a affinity ke stacinární fázi za specifických podmínek určovaných 
mobilní fází s proměnlivým pH a následně se vzrůstající koncentrací NaCl, což od pH 
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6,5 plní stejný účel jako další snižování pH. Na základě této separace jsou ze systému 
vyplavovány frakce proteinů podle jejich molekulárně lokálního povrchového náboje 
a afininty ke stacionární fázi s nejdříve uvolňovanými basickými proteiny a nakonec 
silně acidickými proteiny.  

Primární frakce jsou pak separovány v druhém systému založeném na HPLC s reversní 
fází (HPRP — High Performance Reversed Phase Chromatography), který separuje 
proteiny na základě jejich hydrophobicity. Systém je pak doplněn sběračem frakcí FC 
204 (Gilson, Inc., Middleton, WI, USA) umožňujícím automatický sběr více než 1200 
sekundárních frakcí.  V uspořádání pro komparativní dvoudimensionální 
chromatografii pak systém analyzuje obsah proteinů v jednotlivých frakcích na 
základě spektrometrické UV detekce při vlnové délce 214 nm (s maximem 
absorbance zaměřeným na peptidickou vazbu) a porovnává spektrometrické hodnoty 
ve srovnávaných proteomech pomocí počítačových programů  32Karat,  ProteoVue 
and 

DeltaVue, které (posloupně) umožňují ovládání systému, analýzu získávaných frakcí a 
jejich vzájemné kvantitativní porovnání. Indviduální frakce pak byly analyzovány 
opomocí Western blotu pro charakterizaci celého systému na základě sledování NHR-
60 specifickou protilátkou nebo na detekci diferenciálně exprimovaných proteinů 
následnou LC/MS/MS (liquid chromatography – tandem mass spectrometry) s 
využitím natrávení tryopsinem separace LC (s kolonou Magic-C18 (0.180 × 150 mm, 
200 Å, 5 μm — Michrom Bioresources, Auburn, CA), následnou gradientovou elucí a 
hmotnostní analýzou provedenou na přístroji LCQDECA Ion Trap Mass Spectrometer 
(ThermoQuest, San Jose, CA, USA) spojeným s iontovým zdrojem (Nanoelectrospray 
Ion Source). Hmotnostní spektra byla analyzována programem SEQUEST™ s 
napojením na databasi  SwissProt. Detaily jsou uvedeny v přiložené publikaci 
(Kostrouch et al. 2014). 

 
Metody použité v analýze intracelulárního rozložení editovaného mdt-28 
exprimujícího GFP::MDT-28 a transgenních linií C. elegans nesoucích 
exprachrosomální konstrukty exprimující MDT::GFP 

Editované a transgenní line  

Tři linie C. elegans exprimující zelený fluorescentní protein (GFP) byly použity jako 
výchozí materiál pro immunoprecipitaci s využitím GFP jako epitopu. Jedna linie 
exprimující samotný GFP byla použita jako kontolní materál k odlišení proteinů, které 
se váží na povrch neadsorbovaných agarosových mikropartikulí nebo na GFP. Jako 
experimentální protein byly použity dvě linie, jedna s editovaným genem mdt-28 
vedoucí k expresi MDT-28 s připojeným GFP na N-konci MDT-28 a druhá 
exprimující MDT-28 s připojeným GFP na C-konci MDT-28. Druhá transgenní linie 
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byla připravena ve formě extrachromosomálního konstruktu (extrachromosomal 
arrays). Expresní vzorec těchto linií je popsán v připojené publikaci (Kostrouchova et 
al. 2017). Původní popis linií je v publikaci (Kostrouchova et al. 2017). 

Zkrácená charakterizace linií je následující: 

1. Linie KV4  (8419) nesoucí editované alely F28F8.5 do formy gfp::F28F8.5 v jejich 
normální genomické lokalizaci PF28F8.5(V:15573749)::gfp::F28F8.5 vedoucí k expresi 
GFP::MDT-28.  

2. C. elegans linie 7949 nesoucí extrachromosomální konstrukt PF28F8.5(400 
bp)::F28F8.5::gfp regulovaný vnitřním promotorem o délce 400 párů basí byla 
spojena s upraveným genem gfp  s vloženými umělými introny, které byly 
amplifikovány z vektoru pPD95.75 a ukončeny 3′ UTR (3′ nepřekládanou oblastí) 
převzatou z genu unc-54. Konstrukt byl dále doplněn selekčním márkerem pRF4 
způsobujícím rolující fenotyp pro snadnější výběr transgenních organismů 
(Kostrouchova et al. 2017). 

3. Kontrolní transgenní linie exprimující samotný GFP z extrachromosomálního 
konstruktu nesoucího gen gfp regulovaný promoterem převzatým z genu nhr-180 
(Kostrouchova et al. 2018). 

Následující schéma použitých linií je převzato z publikace Yilma et al. (in Press).  

 

 

Fig. 1. Schematické znázornění použitých linií. 

 

Laboratorní velkoobjemové kultury C. elegans 

C. elegans byly kultivovány na Petriho miskách pokrytých agarozovým gelem s 
médiem pdoporujícícm růst hllístic a bakteriálním kmenu Escherichia coli OP50, 
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které slouží jako potrava hlístic (Brenner 1974). Kultury byly inkubovány při teplotě 
22.5° C v omezeném osvětlení dokud nedosáhly pdobné density hlístic (obvykle 
během 4 dnů). Transgenní C. elegans byly kontrolovány na udržení exprese transgenů 
a kultury, které splňovaly kriterium minimálně 60% organismů s viditenou expresí 
fluorecentního márkeru byly separovány a zmrazeny před dalším použitím. 

 

Metoda GFP-TRAP 

Systém GFP-TRAP zakoupený od firmy Chromotek 
(https://www.chromotek.com/products/nano-traps/gfp-trap/) byl použit na separaci 
samotného kontroního GFP nebo MDT-28 s připojenyým  proteinem GFP na N- nebo 
C- konci a k nim navázaných proteinů. Editovaná linie byla stabilní a nevyžadovala 
žádnou další selekční konrtolu. Naproti tomu linie nesoucí extrachromosomální 
konstrukty (arrays) s MDT-28 s připojeným GFP na C-konci vykazovala trend 
ztrácení transgenu během kultivace ukazující na negativní biologickou aktivitu 
fúzního proteinu. Tato linie byla proto kontrolována pomocí fluorescenční 
mikroskopie s použitím mikroskopu Olympus SZX12 (Olympus, Tokyo, Japonsko).  

Kultury, které splnily kriteria pro další použití byly převedeny do vodních suspenzí a 
promytím zbaveny zbytků bakteriální potravy. Výsledné vzorky s objemem od 1 do 2. 
6 ml byly použity pro další experimenty.  

Pro metodu GFP-TRAP byly vzorky převedeny do likvidní fomy s přidáním lyzujícího 
pufru s inhibitory proteáz (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x), 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a sonikovány 10 krát po dobu 15 s (with 
45 s přestávkou) při 0° C (UP50H Ultrasonic Processor, Hielscher Ultrasound 
Technology, Teltow, Německo). Vzorky byly centrifugovány 25 min. při  18600 xg a 4° 
C a supernatant byl skladován při -20° C. Imunoprecipitace metodou GFP-TRAP byla 
pak provedena podle návodu producenta. 

Hmotnostní spektrometrie byla dále provedena po převedení materiálu 
imunoprecipitovaného splolu s imunitními partikulemi do roztoku exposicí v 100 mM 
bikarbonátu triethylammonia (TEAB) s  1% sodným deoxycholátem (SDC). Cysteiny 
byly redukovány  roztokem 5 mM (konečná koncentrace) tris(2-
carboxyethyl)phosphinu (TCEP) (60 °C, 60 min.) and blokovány 10 mM (konečná 
koncentrace) methyl methanethiosulfonátem  (MMTS) (Thermo Fisher Scientific) po 
dobu 10 min. při  22 °C. 

Další detaily jsou popsány v přiloženém rukopisu publikace přijaté do tisku (Yilma et 
al. 2019). Meotda využila LC/MS/MS analýzu spojenou s hmotnostní spektrometrií 
provedenou na přístroji Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT- qIT, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA). Data byla analyzována s využitím  programu  MaxQuant 

https://www.chromotek.com/products/nano-traps/gfp-trap/
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(version 1.5.3.8) (Cox et al. 2014). Kvantifikace byly vypočteny pomocí programu 
Perseus 1.5.2.4 (Masuda et al. 2008; Cox et al. 2014; Hebert et al. 2014; Tyanova et 
al. 2016).  

Neprocesovaná data byla uložena do veřejně přístupné database 
https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/  pod číslem  PXD015552 ( Project DOI: 
10.6019/PXD015552,  Username: reviewer73133@ebi.ac.uk,  Password: 2l2cgHCZ).  

 
 
Výsledky  .................................................................................................................... 10 
 
1. Výsledky první části práce ukázaly, že protein NHR-60 je velmi pravděpodobně 
posttranslačně modifikován při zapojení stresových podmínek. Ve spojení s další 
analýzou exprese pravděpodobných jaderných receptorů ve směru regulační kaskády 
výsledky předkládané práce naznačují, že posttranslační modifikace NHR-60 je 
pravděpodobně spojena s jeho inaktivací nebo přeměnou na proteinové úrovni s 
následným rozpadem nebo přeměnou v jinak funkční protein (například repressor).  

Na základě těchto nálezů je možné navrhnout koncept, ve kterém jeden z 
proteinů ze skupiny zmnožených jaderných receptorů C. elegans integruje regulaci 
genů ve směru regulační kaskády v závislosti na posttranslační modifikaci regulované 
stresovými podmínkami. Pravděpdobně se jedná o novou úroveň regulace, která by 
mohla být součástí evolučního tlaku, který vedl ke zmnožení jaderných receptorů C. 
elegans. 

2. Analýza frakcionace NHR-60 metodou dvoudimensionální chromatografie dále 
prokázala potenciál reproducibilně frakcionovat komplexní proteom souborných 
kultur C. elegans a umožnila použití komparativní dvoudimensionální chromatografie 
pro analýzu proteomů za speciálních experimentálních podmínek.  

3.  Výsledky třetí části práce potvrdily preferenční interakce MDT-28 (F28F8.5) s 
mediátorovými podjednotkami tvořícími modul hlavy Mediátorového komplexu. Tyto 
výsledky dále validují dřívější publikace z naší laboratoře, které identifikovaly F28F8.5 
jako skutečný ortolog MED28 a svědčí pro zapojení orthologů MED28 v modulu hlavy 
Mediátorového komplexu.  

 
 
Diskuse  ............................................................................................................... 18 
 

I. Analýza regulace genové exprese na proteomické úrovni 

https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/
mailto:reviewer73133@ebi.ac.uk
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V experimentální práci vedoucí k této disertaci jsme se snažili použít 
proteomické metody k analýze mechanismu řízené genové exprese. V první části 
práce vázané  k této disertaci (Kostrouch et al. 2014) jsme při snaze najít vazebné 
proteiny proteinů BIR-1 a SKP-1 nalezli proteiny, které nespadají do předpokládaných 
kategorií, ale naopak zahrnovaly proteiny strukturní, enzymy a proteiny zatím 
funkčně nezařazené u SKP-1 (který je ortholog prokázaného transkripčního 
koregulátoru) a naopak v případě BIR-1, který má prokázanou cytoskeletání funkci 
jsme identifikovali transkripční faktory. Tento výsledek jsme získali v přístupech, 
které lze považovat za přístupy bez předchozího racionálního výběru (Yeast Two-
Hybrid Screen). Výsledky tak dovolovaly postavit hypotézu, že proteiny, které jsou 
primárně strukturní, se mohou zapojovat do regulačních sítí genové exprese, jestliže 
se nemohou zabudovat do buněčných struktur a stanou se součástí “volného 
proteomu”. Volný proteom by pak představoval proteiny dostupné interakcím s 
regulačními komplexy v cytoplasmě a v jádře (Kostrouch et al. 2014). 

Pro testování této hypotézy jsme zvolili metodu komparativní 
dvoudimensionální chromatografie, kterou jsme chtěli vizualizovat změny na úrovni 
proteomu synchronizovaných kultur C. elegans s krátkodobě navozenou nadměrnou 
expresí proteinu BIR-1.  

Práce předkladatele této disertace byla zaměřena na určení 
chromatografické charakterizace proteinu, proti kterému jsme měli vytvořenou 
protilátku, která umožnila vizualizovat chromatografickou separaci tohoto proteinu v 
systému dvoudimensionální chromatografie přístrojem ProteomeLab PF2D 
dostupným komerčně.  

Jaderný receptor NHR-60 představoval zajímavý cíl proteomické analýzy z 
dalšího důvodu. NHR-60 je v regulační kaskádě pod jaderným receptorem NHR-23 a 
vyznačuje se dvěma zvláštnostmi: na proteinové úrovni je exprimován jako dvě 
distinktní formy s velikostí přibližně 50 kDa a 64 kDa. Přitom je známa jediná forma 
mRNA kódující pro tento receptor a to pro protein, který má vypočítanou molekulární 
hmotnost 50 kDa. Druhou zvláštností NHR-60 je jeho intracelulární lokalizace, která je 
převážně perinukleární, nebo nukleární v oblasti vázané na jaderný obal (Simeckova 
et al. 2007). 

Práce předkladatele této disertace byla zaměřena na proteinovou 
charakterizaci NHR-60 a to na určení podstaty a významu existence dvou protinových 
formem NHR-60 a na nalezení proteinů interagujících s NHR-60. Experimenty ukázaly, 
že vyšší forma NHR-60 vzniká na posttranslační úrovni pravděpodobnou 
posttranslační modifikací. Experimenty dále ukázaly, že NHR-60 je konvertován na 
vyšší proteinovou formu v závislosti na stresu vyvolaném hladověním nebo teplotním 
šokem. Proteinovou podstatu této modifikace se zatím nalézt nepodařilo. Selhání 
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proteomických metod v určení této předpokládané posttranslační modifikace může 
spočívat v chybění modifikačního proteinu v databazích, které jsme použili k 
hmotnostní spektrometrii zaměřené na stanovení této modifikace nebo poměry ve 
vyšetřovaných frakcích.  

Zatímco výsledky dostatečně podporují snížení detekce menší formy NHR-60 
ve spojení se stresem, a tedy zapojení stresu do regulační kaskády NHR-23 na úrovni 
NHR-60, podstata proteinu o velikosti 64 kDa rozpoznávaného protilátkou jasná není. 
Dva směry podporující existenci větší formy NHR-60 pramení z doloženého snížení 
detekce vyšší formy po aplikaci specifické RNA interference namířené proti kodující 
sekvenci NHR-60 (Simeckova et al. 2007). Výsledky spojené s touto disertací jsou v 
souladu s publikovanými údaji. Detekce transgenního  NHR-60 s připojenou sekvencí 
FLAG protilátkou specifickou pro sekvenci FLAG ukazuje na indukovatelnou expresi 
protein o obou velikostech, 50 (přesněji 51 kDa pro protein s připojenou sekvencí 
FLAG) i proteinů s přibližnou velikostí 64 kDa.  Zatímco protein o velikosti 50 kDa byl 
také prokázán v imunoprecipitovaných frakcích hmotnostní spektrometrií, NHR-60 
nebyl hmotnostní spektrometrií potvrzen v oblastech gelů, kde by mohl být přítomen 
NHR-60 o větší molekulární velikosti. Velikostně může větší forma NHR-60 odpovídat 
proteinu monoubiqitinovanému UBQ-2. 

V regulační kaskádě jaderného receptoru NHR-23 je zapojena odpověď na stress 

Jaderné receptory vytvářejí regulační sítě a kaskády (Landers and Spelsberg 
1992; Goodwin et al. 2000; Swevers and Iatrou 2003). Ty často zahrnují další jaderné 
receptory, které tak vytvářejí regulační sítě. NHR-23 je hlavní regulátor v kaskádě, 
která zahrnuje další dva jaderné receptory, NHR-91 a NHR-60 (Simeckova et al. 2007; 
Kostrouchova and Kostrouch 2015).  

Výsledky spojené s touto disertací ukazují, NHR-60 je významným způsobem 
regulován na proteinové úrovni a to přeměnou jeho formy o velikosti 50 kDa na 
protein o velikosti 64 kDa. 

Imunodetekce obou forem NHR-60 v lyzátech z kultur C. elegans pomocí Western 
blotu ukazuje, že forma o velikosti 50 kDa je minoritní a větší forma převažuje a její 
detekce je navíc zvýrazněna stresovými podmínkami, především hladověním. 
Detekce této větší formy NHR-60 protilátkou 4529 při nativních podmínkách je s 
velkou pravděpodobností zásadně menší, než při denaturujících podmínkách 
použitých při detekci Western blotem.   
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Obr. XX. Stress se promítá do regulační kaskády NHR-23 na úrovni NHR-60. Výsledky 
presentované v této disertaci ukazují na výrazné snížení exprese NHR-60 o vleikosti 
50 kDa. Toto snížení je doprovázeno zvýšením detekce formy NHR-60 o velikosti 64 
kDa.  

 

V experimentech zacílených na charakterizaci NHR-60 byl identifikován jako 
koimunoprecipitující protein HSP-1. Uspořádání experimentu (zde uváděného i jiného 
nezávislého a zde neuváděného experimentu, který také detekoval HSP-1) 
zahrnovalo expresi nadměrného množství NHR-60.  Protože HSP70 a jeho ortolog 
HSP-1 je znám jako protein reagující s velkým množstvím proteinů, je tato interakce 
sice pravděpdobně funkční, ale vzhedem k funkci NHR-60 spíše vedlejší. HSP70 váže 
nově produkované proteiny, proteiné nesprávně složené i proteiny funkční.  
Nicméně, interakce HSP70 je známá v případě estrogenního receptoru ER alfa 
(Dhamad et al. 2016) a v případě funkčního dimeru ekdysonového receptoru EcR-RXR 
u hmyzu (Arbeitman and Hogness 2000) a podobný mechanismus u NHR-60 proto 
není vyloučen. 

Proteomická studie zaměřená na interaktory MDT-28 potvrzuje zapojení MDT-28 v 
modulu Hlavy Mediátorového komplexu 

 V další části práce představující hlavní zaměření předkladatele této disertace 
bylo stanovení proteinů interagujících s mediátorovou podjednotkou MDT-28. MDT-
28 je velmi významná podjednotka Mediátorového komplexu z několika důvodů. 

Tato podjednotka je evolučně recentní, pravděpodobně vzniklá v souvislosti s evolucí 
mnohobuněčných organismů. Mohla by tedy zprostředkovávat spojení se signály z 
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diferenciačního stavu buňky s regulací genové exprese. Tato podjednotka nebyla 
známá v hlísticích a proto nemohla být funkčně studována. Práce naší výzkumné 
skupiny tuto jednotku identifikovala v genomu C. elegans a částečně 
charakterizovala. Použití nezávislé proteomové charakterizace MDT-28 má význam 
pro další nezávislé doložení její klasifikace a funkčního potenciálu.  K tomu bylo 
využito linie s editovaným genem MDT-28 do formy GFP::MDT-28 a linie nesoucí 
extrachromosomální array obsahující MDT-28::GFP.   

Oba transgenní přístupy podpořily významnou vazbu na další podjednotky 
modulu Hlavy Mediátoru a podjednotky MDT-14, která tvoří základní kostru 
Mediátoru rozpoznávaného protilátkou (Soutourina 2018).  

U Mediátorové podjednotky jsme očekávali, že budeme nacházet mimo 
další podjednotky Mediátoru také četné trankripční faktory. Naše očekávání se 
v tomto směru nenaplnilo. To pravděpodobně ukazuje, že funkční interakce 
trankripčních faktorů s Mediátorovým komplexem je velmi dynamická a krátkodobá.  

Naše výsledky jsou zajímavé ze statistického hlediska. Samotná podstata 
hmotnostní analýzy použité pro detekci interagujícíh proteinů je statistická, nebo 
lépe řečeno pravděpdobnostní. Metoda přiřazuje aktuálně pozorovaná spektra 
odvozených hmotnostních hodnot hypotetických proteinů k hypotetickým hodnotám 
proteinů odvozených od známých sekvencí genů a jejich mRNA s různou mírou 
zahrnutí možných posttranslačních modifikací a pravděpodobnostním zastoupením 
hmotnostních isotopů jednotlivých atomů. Tento postup je aplikován na hypotetické 
proteinové fragmenty odvozených proteinů. Metoda tedy může naznačit existenci 
těch proteinů ve vyšetřovaných frakcích, které byly derivovány na základě primárních 
dat nukleových databasí a jsou uloženy v proteomických databazích. Hodnoty p 
v programech použitých k interpretaci proteomických dat jsou navíc vztaženy k počtu 
cílových proteinů posuzovaného genomu.  

 Naše interpretace získaných dat pro jednotlivé proteiny se však dále zásadně 
liší pro jednotlivé proteiny a jejich skupiny podle jejich funkční povahy.  

Jestliže jsme identifikovali různé cytoskeletální proteiny s velmi malou 
hodnotou pravděpodobnosti uplatnění nulové hypotézy, tedy malou 
pravděpodobností že získaný výsledek je náhodný, pak je matematicky vzato 
pravděpodobné, že pozorovaný protein ve frakci skutečně byl. Jiným problémem je 
biologická významnost tohoto nálezu. 

Pokud byl pro NHR-60 identifikován jako ko-imunoprecipitovaný protein 
HSP-1, je velká pravděpodobnost, že daný protein byl skutečně specificky 
immunoprecipitován s NHR-60. Hhodnota p, je většinou mnohem nižší než obvykle 



22 
 

používané dodnoty p < 0,001. Výsledek znamená, že pravděpodobnost, že skutečné 
existence HSP-1 ve frakci koimunoprecipitující s NHR-60 je statisicky velmi význmaný.  

Další podpora této interpretace je biologická. Heat shock proteiny a 
specificky HSP-70 jsou známé interaktanty s funkčním dopadem v případě ER alfa a 
homologů RXR u hmyzu. Funkční dopad může být jak inaktivující se zapojením 
mechanismu, který se nazývá „unfolded protein response“ odpověď na rozvolněné 
proteiny, tak aktivující (Melville et al. 2003; Dhamad et al. 2016).  

Můžeme tedy uvažovat, že je ještě více pravděpdobné, že získaný výsledek 
má výpovědní hodnotu. Přesto však výsledky tohoto typu vyžadují další úovně 
validace, než by mohly být zařazeny do přijatého stavu poznání. 

 Jiná situace je v případě identifikace mediátorových podjednotek jako 
pravděpdobných proteinů interagujících s MDT-28. Pro každou z identifikovaných 
podjednotek platí podobné uvažování, jako pro ostatní proteiny v případě, že jde o 
jedinou identifikovanou podjednotku. Jde o identifikaci se statistickou signifikancí 
s hodnotou p maximálně 0,001, ale často ještě mnohem menší v případě identifikace 
většího počtu peptidických fragmentů jednotlivého proteinu. Jde tedy o poměrně 
vysokou signifikanci. Protože zapojení těchto jednotek do Mediátorového komplexu 
je známé a dostatčně experimentálně podložené, je identifikace dvou takových 
podjednotek násobkem pravděpdobnostních hodnot jejich identifikace, tedy p 
maximálně dosahující hodnotu 10-6, ale opět v případě menších hodnot 
pravděpodobností nulové hypotézy obou proteinů jejich daleko menším součinem.  
Jestliže bylo v jediném experimentu (Tabulka 1, EXP 6) identifikováno 7 
mediátorových podjednotek, pak je již výsledná hodnota pravděpodobnosti uplatnění 
nulové hypotézy menší než 10-21.  

Získaný výsledek tedy velmi významně validuje klasifikaci MDT-28 jako 
skutečné podjednotky Mediátorového komplexu C. elegans. 

Metoda, kterou jsme použili patří do oblasti Afinitní purifikace spojené 
s hmotnostní spektrometií (Affinity Purification Mass Spectrometry (AP-MS)) a je 
řazena mezi velmi efektivní přístupy s velkou výpovědní hodnotou pro identifikaci 
funkčních proteinových komplexů (Keilhauer et al. 2015). V našem experimentálním 
uspořádání měla velkou výhodu v experimentálním uspořádání s GFP-označeným 
proteinem exprimovaným z  obou editovaných allel cílového proteinu, MDT-28. bylo 
to umožněno skutečností, že MDT-28 má na N-konci poměrně velkou doménu 
s vnitřně neuspořádanou oblastí, ke které bylo možno připojit fluorescentní protein 
bez takového ovlivnění funkce označeného proteinu, které by zabraňovalo jeho 
základní funkci. Použití nadměrně exprimovaného transgenu vedoucího k eppresi 
MDT-28 označeného na druhé, evolučně zachovalé části proteinu umožnilo také 
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poměrně dobré zachycení interagujcích proteinů, i když rozsah identifikovaných 
proteinů byl menší.  

 

 

Možná existence menší formy Mediátorového komplexu obsahujícího MDT-28, 
MDT-6, MDT-8, MDT-11, MDT-17, MDT-20, MDT-22, MDT-30 a podjednotku 
Modulu těla MDT-14. 

Naše experimenty ukázaly že MDT-28 váže preferenenčně soubor několika 
podjednotek Modulu Hlavy Mediátoru (MDT-6, MDT-8, MDT-11, MDT-17, MDT-
20, MDT-22, MDT-30) a podjednotku MDT-14, která tvoří spojující strukturu celého 
Mediátoru. Protože MDT-28 je poměrně malý protein tvořený jen 200 nebo ve druhé 
formě 202 aminokyselinami, je pravděpodobné že tyto podjenotky tvoří complex, 
spíše než že by byly vázány každá samostatně. Experimenty take podporují určení 
lokalizace MDT-28 v modulu Hlavy Mediátoru. Interakce se dvěmi podjednotkami 
Mediátoru, MDT-6 a MDT-30 byla rozpoznána již dříve (Kostrouchova et al. 2017). 
Interakce s podjednotkou MDT-30 je pravděpdobně přímá, protože byla pozorována 
jako interakce dvou proteinů připravených expresí v bakteriích a nebyla tedy 
zprostředkována jiným proteinem přítomným v eukaryotních buňkách (Kostrouchova 
et al. 2017).  

Výsledky zároveň podporují MDT-30 jako skutečný ortolog MED30.  

 

Výsledný Mediátorový complex by mohl vypadat podobně jako je naznařeno 
v Obr. XX 

Je postaven na struktuře kvasinkového minimálního Mediátorového 
komplexu vizualizovaného kryogenní elektronovou mikroskopií (Nozawa et al. 2017). 
Centrální část tohoto kvasinkového Mediátorového komplexu je méně vyplněna 
proteiny a je možné, že práve do této oblasti se MDT-28 a MDT-30 váží, tak jak je 
naznačeno v přiloženém schematu.  
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Fig. XX   Hypotetický model minimálního Mediátorového komplexu obsahujícího 
MDT-28 vytvořený na základě publikované struktury Mediátorového komplexu 
kvasinek (Nozawa et al. 2017). Označení MDT-28 proteinem GFP je vyznačeno 
(GFP). MDT-28 a MDT-30 jsou vloženy do centrální  oblasti kvasinkového mediátoru 
v níž elektronmikroskopické studie nacházejí nevyplněný prostor. 

 Přímá interakce MDT-28 a MDT-30 je podporována mimo publikovaný 
výsledek přímé vazby mezi těmito proteiny připravenými expresí v bakterích a 
následně purifikovaných (Kostrouchova et al. 2017). MDT-30 předpovězený na 
základě porovnání primární struktury (Bourbon 2008) je tedy velmi pravděpodobně 
předpovězen správně i když se velikostně od MED30 obratlovců liší sekvencí, která 
nemá pevně předpověditelnou strukturu a pravděpdobně odpovídá oblasti se 
skutečnou vnitřně rozvolněnou strukturou (intrinsically disordered region). Ta by 
pravděpodobně fungovala podobně jako podobná oblast v MDT-28 (Kostrouchova et 
al. 2017). 

Vztah těchto dvou evolučně nových proteinů, MDT-28 a MDT-30 má tedy 
pravděpodobně zásadní funkční význam přinejmenším v hlísticích. 

Intensivní proteinové interakce MED28 s dalšími podjednotkami hlavy 
Mediátorového komplexu byly dostatečně dokumentovány (Tsai et al. 2014). 
Nicméně, v našich experimentech jsme pozorovali menší rozsah podjednotek 
Mediátorového komplexu kopreciptovaných s MDT-28. Experimentální uspořádání v 
našich experimentech se od publikovaných prací týkajících se Mediátorového 
komplexu živočišných buněk odlišují především v tom, že v našem systému jde o celé 
organismy, jejichž buňky jsou v naprosté převaze již v terminálně diferencované. 
Nabízí se proto možné vysvětlení, že Mediátorový complex v terminálně 
difeŕencovaných buňkách nemusí mít nutně veškeré podjednotky a mohl by také 
zahrnovat interakce s proteiny, které nemají primární úlohu v regulaci genové exprese.   

 

Jaderné a cytoplasmatické proteiny vykazující interakce s MDT-28 
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Z cytoplasmatických proteinů, které byly očekávány jako interaktory MDT-28 jde 
především o proteiny ortologní proteinům Grb2, NF2 a cytoskeletální regulační 
proteiny, které byly prokázány jako protein interagující 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 našich experimentech detekovány nebyly. Kandidátní proteiny, které by 
mohly zprostředkovávat vazbu na výše uvedené proteiny asociované s cytoskeletonem 
však zachyceny byly. Jde především o ARX-1, protein ortologní lidskému ACTR3 
(Actin-related protein 3), který je součástí komplexu Arp2/3. Tento complex se 
nachází na povrchu buněk a reguluje buněčný tvar a motilitu spolu s F-aktinem a 
Contractinem (Weed et al. 2000). Spojení ARP2/3 s MDT-28 nemusí být nutně funkcí 
cytoplasmatickou protože tento complex je take lokalizován v jádrech a má známou 
funkci v regulaci polymerace aktinu spojené s genovou expresí, a mechanimem 
opravy DNA (Schrank et al. 2018). Mediátorový complex je prokázanou součástí 
tohoto procesu (Soutourina and Werner 2014).  

Dalším proteinem, který byl identifikován jako možný interactor MDT-28 je těžký 
řetězec dyneinu DHC-1. Byl identifikován s velmi vysokými intensitami a 22 
unikátními peptidy ve dvou ze tří experimentů, které použily N-terminálně označený 
MDT-28 proteinem GFP. Dynein se účastní celé řady proteinových interakcí jak v 
cytoplasmě, tak v jádře. Interaguje jak s P53 tak glukokortikoidním recepotrem 
(Harrell et al. 2004).  

Naše experimenty dále ukázly na asociaci dalších proteinů 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 být také funkčně relvantní protože mají jadernou 
lokalizaci a některých případech take prokázanou funkci spojenou s regulací genové 
exprese.  Proteiny označené jako ribosomální proteiny  RPL-24.2 and RPL-29 ve 
skutečnosti nejsou klasickými ribosomálními proteiny a jejich klasifikace je založena 
pouze na sekvenční podobnosti. Oba tyto proteiny mají pravděpdobně funkci v 
regulaci genové exprese. RPL-29 je homologní k proteinu HIP/RPL29, který má jak 
jadernou tak cytoplasmatickou lokalizaci a uplatňuje se ve vývoji mléčné žlázy v 
dospělosti (Kirn-Safran et al. 2002).  RPL-24.2 je ortolog  RSL24D1, což je jaderný 
protein s dosud neznámou funkcí (The Human Protein Atlas, 
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000137876-RSL24D1/cell).  

 Naše experimenty identifikovaly také omezený set proteinů malé 
podjednotky mitochondriálních ribosome jako možné interaktory MDT-28. Tyto 
proteiny byly nalezeny v obou experimentálních uspořádáních s MDT-28 s 
připojeným GFP na N-konci i na C-konci. Je otázkou do jaké míry je možné 
považovat tyto proteiny za skutečné interaktory s MDT-28 a to presto, že v kontrolách 
nalezeny nebyly a hodnoty jejich identifikace vykazovaly značnou specificitu. Stejně 
tak je otevřenou otázkou, zda tyto proteiny byly precipitovány s MDT-28 jako 
complex držený pohromadě nejakou společnou větší proteinovou nebo ribonukleovou 
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strukturou, nebo adherovaly k imunoprecipitujícím partikulím jednotlivě. Proti první 
možnosti svědčí chybění dalších ribosomálních proteinů malé podjednotky.  

Je take možné, že precipitace mitochondriálních ribosomálních proteinů vznikla až 
během buněčné disintegrace v lyzátech z experimentálních kultur. Tato situace však 
nemusí být jen arteficiální a může odrážet fyziologicky relevantní process, 
mitochondriální stresovou odpověď (Hill et al. 2018). Interakce mitochondriálních 
ribosomálních proteinů s proteiny regulujícími genovou expresi má pravděpodobně 
úlohu v regulaci vývoje rostlin ribosomálními proteiny   (Robles and Quesada 2017). 
Tato představe je dále kompatibilní s navrženým konceptem ribosomálního filtru 
(“The Ribosome Filter Redux” or “The ribosome filter hypothesis”) (Mauro and 
Edelman 2002; Mauro and Edelman 2007). 

 

 
Závěry  ................................................................................................................. 24 
 
1. Výsledky první části práce ukázaly, že protein NHR-60 je velmi pravděpodobně 
posttranslačně modifikován při zapojení stresových podmínek. Ve spojení s další 
analýzou exprese pravděpodobných jaderných receptorů ve směru regulační kaskády 
výsledky předkládané práce naznačují, že posttranslační modifikace NHR-60 je 
pravděpodobně spojena s jeho inaktivací nebo přeměnou na proteinové úrovni s 
následným rozpadem nebo přeměnou v jinak funkční protein (například repressor).  

Na základě těchto nálezů je možné navrhnout koncept, ve kterém jeden z 
proteinů ze skupiny zmnožených jaderných receptorů C. elegans integruje regulaci 
genů ve směru regulační kaskády v závislosti na posttranslační modifikaci regulované 
stresovými podmínkami. Pravděpdobně se jedná o novou úroveň regulace, která by 
mohla být součástí evolučního tlaku, který vedl ke zmnožení jaderných receptorů C. 
elegans. 

2. Analýza frakcionace NHR-60 metodou dvoudimensionální chromatografie dále 
prokázala potenciál reproducibilně frakcionovat komplexní proteom souborných 
kultur C. elegans a umožnila použití komparativní dvoudimensionální chromatografie 
pro analýzu proteomů za speciálních experimentálních podmínek.  

3.  Výsledky třetí části práce potvrdily preferenční interakce MDT-28 (F28F8.5) s 
mediátorovými podjednotkami tvořícími modul hlavy Mediátorového komplexu. Tyto 
výsledky dále validují dřívější publikace z naší laboratoře, které identifikovaly F28F8.5 
jako skutečný ortolog MED28 a svědčí pro zapojení orthologů MED28 v modulu hlavy 
Mediátorového komplexu.  
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