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1 Uvod

Protein FoxO4 patfi do skupiny sav¢ich forkhead transkripénich faktort. FoxO
proteiny zastavaji v burice funkci aktivator(i transkripce. Diky této funkci hraji FoxO
proteiny dulezitou roli v nejriznéjSich bunéénych procesech, jako je napf.
programovana bunétna smrt (apoptdza), kontrola bunééného cyklu, regulace
bunétného metabolismu ¢&i ochrana proti oxidativhimu stresu. Funkce FoxO
transkripénich faktor( je regulovana fosforylaci protein kinazou B (PKB) a interakci
s regulac¢nim 14-3-3 proteinem. Fosforylace a nasledna vazba 14-3-3 proteinu
zpUsobuiji inhibici interakce FoxO proteini s DNA a jejich rychly export z jadra do
cytoplasmy. Molekularni mechanismy regulace transkripéni aktivity FoxO faktor( jsou
stale velmi malo prostudovany. Jejich detailni pochopeni je vzhledem k biologickému
vyznamu FoxO protein(l velmi dllezité pro fadu biomedicinskych obor(.

14-3-3 proteiny jsou rodina regulaénich proteinli, které jsou exprimovany ve
vSech eukaryotnich burikach. Hlavni vlastnosti 14-3-3 proteinu je jejich schopnost
vazat jiné proteiny a peptidy. Témito vazebnymi interakcemi 14-3-3 proteiny ovlivAuji
strukturu a funkci svych vazebnych partnerli. Podminkou efektivni interakce mezi 14-
3-3 proteinem a jeho vazebnym partnerem je fosforylace specifického motivu
v molekule vazebného partnera. Vzhledem k velkému poctu vazebnych partnert se
14-3-3 proteiny podili na radé biologicky dulezitych bunéénych procest od kontroly
bunééneho cyklu, kontroly bunééné smrti, regulace bunécného metabolismu, az po
modulaci pfenosu signalu.

Pifesné molekularni mechanismy, kterymi 14-3-3 proteiny ovliviuji funkce
svych vazebnych partner(l jsou v§ak stale velmi malo prostudované.

Obé vySe zminéné proteinové rodiny ovliviuji v organismu, kazda svym
zplsobem, fadu vyznamnych dé&ja. Multifunkéni plsobeni 14-3-3 protein je
umoznéno jejich schopnosti vazat se na rozlicné vazebné partnery. Diky této
schopnosti jsou velmi u€innymi regulatory signalnich drah, coZz jenom umocriuje
rozmanitost moznosti jejich pusobeni. U proteinu FoxO4 jsou moznosti jeho
rozmanitého plisobeni umoznény jinym, ale neméné u¢innym zpusobem. FoxO4 jako
transkripéni faktor ma schopnost ovlivnit svou aktivitou transkripci vétSiho poctu
gend. V uréité oblasti se plsobeni 14-3-3 proteinl a FoxO4 proteinu diky jejich
vzajemné interakci protina. Spole¢né dokazi ovliviiovat déje jako apoptdza, bunéény
cyklus a odpovéd na oxidativni stres. A pravé v této skuteénosti se nachazi odpovéd
na otazku, pro€ tyto proteiny studovat.



Dnes je jiz obecné znamo, ze nepfetrZité posSkozovani funkéniho aparatu
bunky zevnitf, oxidaci nejriznéjSimi latkami, nebo-li oxidativni stres, je synonymem
pro starnuti buriky a nasledné celého organismu. Neustaly boj Clovéka proti starnuti a
smrti a snaha o prodluzovani délky a kvality Zivota je dnes, v popfedi zajmu mozna
vice, nez kdy byvaly. S tim souvisi do zna¢né miry i dalSi dva zmifiované bunécné
déje, apoptdéza a bunéény cyklus. Poruchy téchto dvou déja, které ve své podstaté
mohou vychazet ze §patného fungovani FoxO proteintl a 14-3-3 proteinli mohou vést
k nekontrolovanému bunéénému déleni a ke vzniku nadord.

Z téchto dlvodl se zda velmi uziteCné a perspektivni tyto proteiny studovat
podrobnéji. Objasnéni elementarnich zpusob( jejich fungovani a kompletni poznani
jejich role v organismu, kterym se zabyva mnoho laboratofi zaméfenych na zakladni
vyzkum, se muize stat zakladnim kamenem pro védce pracujici v aplikovaném
vyzkumu a dovést je ke konkrétnim zplsoblm vyuziti téchto znalosti.



2 Literarni uvod

2.1 FoxO transkripéni faktory

FoxO je skupina savéich protein(, do které se fadi: FoxO1 (téz nazyvan
FKHR), FoxO3a (téz nazyvan FKHRL1), FoxO4 (téz nazyvan AFX) a FoxO6. [1,2]
FoxO proteiny patfi do tfidy ,O“ rodiny Fox transkripénich faktor(i (Fox je zkratka
odvozena od wvyrazu ‘Forkhead box*). Fox transkripéni proteiny jsou
charakterizovany typickou forkhead DNA vazebnou doménou. Tato DNA doména
zahrnuje pfiblizné 100 aminokyselinovych zbytk( uspofadanych do tfi o-helixd,
tfi kratkych usekl B-struktury a dvou charakteristickych smycéek zvanych téz kiidla“
[3-6] (Obr. 2.1).

Obr. 2.1 DNA-vazebna doména transkripéniho faktoru FoxO4. Obrézek znézorriuje
strukturu proteinu FoxO4, ktery odpovid4 jeho DNA-vazebné doméné. Cervené jsou znazornény
zminéné a-helixy, Zluté p-struktury a zelené, v doini ¢asti molekuly, charakteristickg kridla.

Obdoby savéich FoxO proteind byly identifikovany i v nékolika dalSich
organismech. V hlistici Caenorhabiditis elegans byl identifikovan forkhead
transkripéni faktor DAF-16, fizeny stejné jako proteiny FoxO obdobou signalni drahy
PI3K-PKB aktivované insulinovym receptorem. U octomilky Drosophila melanogaster
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je obdobny protein nazyvan dFoxO. Tato skute€¢nost dokumentuje, Zze signaini draha
zacinajici insulinovymi receptory a konéici forkhead transkripénimi faktory je
evoluéné dobfe konzervovana a univerzalné vyuzivana organismy od téch
nejprimitivnéjSich po ty nejslozitéjsi.

V8echny FoxO proteiny jsou aktivatory transkripce genli a vzdy se vazi jako
monomery ke specifické sekvenci DNA: *TTGTTTAC® [1,7]. Mimo to jsou FoxO
proteiny schopny také nepfimo ovliviiovat transkripci genu. Tuto svoji schopnost
uplatiiuji interakci s jadernymi receptory, které v zavislosti na druhu ligandu pUsobi
na transkripci genli [8,9]. FoxO proteiny hraji dllezitou roli v nejriznéjSich
bunéénych procesech zahrnujicich apoptdzu, regulaci bunééného cyklu, odpovéd na
stres a vznik nadorU.

2.1.1 Vliv FoxO transkripcnich faktor(i na rlizné bunééné déje

FoxO transkripéni faktory se podili na regulaci buné€ného cyklu, apoptdzy,
buné&ného metabolizmu a odpovédi na oxidativni stres. Funkce nebo Iépe fe€eno
dysfunkce FoxO transkripénich faktorl zasahuje do nejriiznéjSich patologickych déju,
od rakoviny, pfes diabetes, po starnuti organizmu.

- Regulace apoptézy — FoxO proteiny indukuji bunéénou smrt' (apoptdzu) regulaci
transkripce fady genl. Napfiklad FoxO3a aktivuje transkripci cytokinu Fas. Cytokin
Fas svou vazbou na Fas - receptor na povrchu buriky spousti buné€nou smrt fizenou
Fas signalni drahou [13, 31 -38].

- Odpovéd’ na oxidativni stres — Geny regulované FoxO transkripnimi faktory
zahrnuji i geny pro antioxidantni enzymy. Tyto enzymy podporuji odolnost buriky vigi
volnym radikalim [47,48]. Tato funkce FoxO transkripénich faktorl je velmi zajimava
z hlediska poskozovani bunky, které se na této urovni rovna starnuti.

- Regulace bunééného metabolizmu — U savcl zpUsobuje aktivita FoxO proteind
posun glukézového metabolizmu od glykolyzy ke glukogenezi. Schopnost FoxO
proteinll regulovat bunécny metabolizmus, jak se zda, pfispiva k celkovému
prodlouzeni délky Zivota organizmu [54-58].

- Regulace bunééného cyklu — FoxO transkrip€ni faktory se podili na pozastaveni
progrese nebo uvéznéni bunky v G4 nebo i v G; fazi bunééného cyklu. Burika se pak
dostava do klidové Gq faze. V G4 fazi totiz FoxO proteiny aktivuji transkripci inhibitoru
buné&&ného cyklu p27%P" a tak vlivem transkripéni aktivity FoxO proteint miize dojit
az k uvéznéni bunky v Gy fazi. O dalSim osudu buriky poté rozhoduje produkce
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dal$ich proteind (Bim, FasL, p130)(obr. 2.2). V G, fazi buné€ného cyklu dochazi
k pozastaveni progrese buriky doslo-li k poskozeni DNA.To vede FoxO transkripcni
faktory k aktivaci transkripce proteinu gadd45, ktery se podili na uvéznéni buriky v G
fazi bunééného cyklu. V M fazi bunééného cyklu naopak FoxO transkripéni faktory
reguluji expresi genl, které jsou nezbytné pro spravné rozdéleni buriky béhem
mitézy [39-46].

Bim, FasL
Apoptéza

\ 027" | Fox0 -on «— FoxO - off
Gy—Gy
/ PKB -off —> PKB -0on

Neéinnost
p130

} Proliferace

Obr. 2.2 Negativhi PKB - FoxO kontrola béhu bunééného cyklu [87]. Tento

obrazek znéazorriuje negativni PKB — FoxO kontrolu bunééného cyklu, kdy pfi aktivité PKB jsou FoxO
proteiny inhibovény a v organismu dochdazi k proliferaci. Pokud je situace opacna a PKB je neaktivni,
FoxO proteiny aktivuji transkripci faktoru p27°®', ktery je zodpovédny za uvéznéni burky v G, fazi a
burika prfechazi do faze G, O dalsim osudu buriky potom rozhoduji dalsi faktory.

- Role FoxO pri karcinogenezi — Skute¢nost, Zze FoxO proteiny hraji urcitou roli
pfi vzniku nadorli byla naznacena objevem sekvenci kédujicich FoxO proteiny, které
jsou soucasti chromozomalni translokace u jistého typu rakoviny. U tohoto typu
pfispiva ke vzniku nador( faze proteint vznikajici v disledku zminéné translokace.
Jednim z téchto protein( je i transkripéni faktor FoxO [84,85]. Dale bylo prokazano,
Zze $patna regulace metabolickych drah, jejichz soucasti jsou i FoxO transkripéni
faktory, muze vést ke vzniku nadorl (napf. produkt FoxO regulovaného genu
p27kip1 potlacuje vznik nadorl). Také samotna dysfunkce FoxO transkrip&nich
faktort muze mit podil na vzniku nadord. Napf. fize transaktivaéni domény FoxO
transkripénich faktorli s DNA vazebnou doménou jinych transkripénich faktorl, byla
detekovana pfi akutni leukémii a v rhabdomyosarkomu [49-54].
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2.1.2 Fosforylace FoxO transkripénich faktora

FoxO transkripéni faktory jsou regulovany podnéty z nékolika signalnich
kaskad. Hlavni Cinitel v regulaci FoxO proteind je PI3K-PKB (phosphoinositide 3-
kinase-protein kinase B) signalni draha. Mezi dal$i regula¢ni Cinitele patii CK1
(casein kinase), DYRK1a (dual-specifity regulated kinase) a Ras-Ral signalni draha
(Ral-GTPase), které pouze moduluji funkce FoxO transkripénich faktort. VSechny
tyto kinazy, s vyjimkou Ral-GTPazy, reguluji intracelularni lokalizaci FoxO protein(
fosforylaci nékolika fosforylaénich mist ve struktufe FoxO transkripénich faktori
[1,7,10,11].

Signalni draha PI3K je aktivovana vazbou ristového faktoru (napf. insulinu)
k pfislusnému receptoru na povrchu burky. Pfitomnost rlistového faktoru vede
k fosforylaci (a aktivaci) PI3K, coZz ma za nasledek produkci sekundarnich posli PIP;
(fosfatidylinositol-3,4,5 trisfosfat) a PIP, (fosfatidylinositol- 4,5 bisfosfat) tésné pod
povrchem cytoplazmatické membrany Tito sekundarni poslové poté aktivuji
proteinovou kinazu B (PKB nebo téz Akt) [12-14]. Sekvence PKB fosforylaéniho
mista je RXRXXS/T (kde R = arginin, X je jakykoliv aminokyselinovy zbytek, S =
serin/ T = threonin).

Fosforylace FoxO transkripénich faktort je prvnim krokem k inhibici jejich DNA
vazebnych vlastnosti, coz nasledné vede k inhibici translace genu jimi regulovanymi,
a co vice, fosforylace FoxO proteinli na rozeznavacich mistech PKB ma za nasledek
export FoxO proteintl z bunééného jadra do cytoplazmy [15-18].

FoxO transkripéni faktory mohou byt fosforylovany na nékolika fosforylaénich
mistech. Obvykle se tato mista oznacuji T4 a T, pro threoninova rezidua a S4, S; a S;
pro serinova rezidua. Pozice téchto mist se u jednotlivych druhll FoxO proteint lisi
(obr. 2.3). Tato fosforylace je na zagatku signalni drahy vyvolana obecné rastovymi
faktory, konkrétné napfiklad insulinem (Ins) nebo insulinovym rlstovym
faktorem(IGF), respektive jejich vazbou na pfislusné receptory (InsR, IGFR).
Nasledné je spusténo nékolik variant signalnich drah zakonéenych rGznymi druhy
kinaz (obr.2.3).

Fosforylace DYRK1a, SGK a Ras-Ral signalni drahou vede k urychleni
exportu vySe zminénych FoxO transkripénich faktori zjadra do cytoplazmy.
Fosforylace FoxO4 Ral-GTPazou podporuje jeho transkrip&ni aktivitu [21]. Prida-li se
ov8em fosforylace Ral-GTPazou k fosforylaci PKB, transkrip&ni aktivita se jesté vice
inhibuje. FoxO6 obsahuje pouze dvé dobie konzervovana fosforylaéni mista pro PKB
a zadne pro SGK a DYRK1a, coz vede k prevazujicimu vyskytu FoxO6 v jadfe [2].
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Obr. 2.3 Fosforylaéni mista a signalni drahy ovliviiujici funkci FoxO proteint

[upraveno podle 87]. FoxO1, FoxO3a a FoxO4 obsahuji vidy po tiech fosforylaénich mistech,
ktera mohou byt fosforylovana protein kindzou B (PKB), dale jedno fosforylaéni misto pro dual-
specifity tyrosine-regulated kinase 1a (DYRK1a), jedno fosforylacni misto pro serum- and
glucocorticoide-inducible kinase (SGK) /87] FoxO4 obsahuje ve své strukture jesté navic jedno
fosforylacni misto pro fosforylaci Ral dependentni kinazou.

2.1.3 Vliv fosforylace na vnitrobunéénou lokalizaci FoxO
transkripénich faktor(

Bez pfitomnosti rlistovych faktorll na povrchu burky jsou FoxO proteiny
pfevazné lokalizovany v jadre. Jestlize vSak dojde k vazbé rustového faktoru
na pfislusny receptor, aktivuje se PI3K-PKB signalni draha. Nejprve dochazi k
fosforylaci FoxO transkripénich faktorli proteinkinazou B (PKB) a nasledné k
fosforylaci dalSich fosforylacnich mist (viz vySe). Fosforylace zplsobi navazani
14-3-3 proteinu, ktery zakryje jadernou lokalizaéni sekvenci. Dusledkem této
interakce je transport FoxO proteinl z jadra a inhibice transkripéni aktivity. Pro
efektivni interakci musi byt vazebni partnefi 14-3-3 proteint fosforylovani na
serinovém nebo threoninovém zbytku. Skuteénost, Ze po fosforylaci FoxO protein(
protein kinazou B dochazi k interakci se 14-3-3 proteiny, byla jiz dfive potvrzena.
Tato interakce se zda byt dllezita za prvé pro uvolnéni FoxO proteini z DNA, a za
druhé k exportu FoxO proteinu z jadra do cytoplazmy a jejich setrvani tam [11,
14,17, 22].

Lokalizace FoxO transkripénich faktorlli v burice je regulovana pfitomnosti
jaderné lokalizaéni sekvence (NLS) a jaderné exportni sekvence (NES) ve struktuie
FoxO protein. VSechny FoxO proteiny obsahuji neklasickou NLS, ktera je tvofena
12 aminokyselinovymi zbytky (Foxo1, 3a, 4: 5 argininovych a 7 lysinovych zbytk(;
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FoxO6: 4 argininové a 8 lysinovych zbytk() obklopujicimi fosforyla¢ni misto pro PKB
na C-konci DNA vazebné domény (Obr. 2.4). Toto fosforylaéni misto pro PKB, je
soutasné vazebnym motivem pro 14-3-3 proteiny. Jiz dfive bylo navrzeno, ze
fosforylace serinového zbytku mezi dvéma ¢astmi této neklasické NLS vede
k Castecnému narudeni jeji funkce. Navic vazba 14-3-3 proteinu na FoxO
transkripéni faktor by mohla stéricky blokovat jednak interakci NLS s jadernym
importnim systémem tzn. branit jejich zpétnému importu z cytoplazmy do jadra, tak i
interakci DNA-vazebné domény FoxO transkripénich faktorl s DNA. K exportu FoxO
protein(l z jadra do cytoplazmy je nutna nejen interakce FoxO transkripénich faktor(
se 14-3-3 proteiny, ale také pritomnost NES v sekvenci FoxO transkripénich faktor(,
ktera interaguje s jadernym exportnim systémem [23-29].

vazebna mista pro 14-3-3

IRSCpT”WP! | |

N : ‘ [DNAvazehné doména ﬂm ' . NES C

Threonin28 Serin193 Serin258

Fox0O4 180 GGKSGKAPR] MDSSSKLLRGRSKAPKKKPS 213

FoxO1 243 GGKSGKSF’R‘ IMDNNSKFAKSRSRAAKKKAS 276

Fox03a 240 GGKSGKAP DNSNKYTKSRGRAAKKKAA 273

Fox06 171 GGKTGKTPR} : DNGAKFLRIKGKASKKKQL 204
*  x * Ok ok ok hkR

NLS

vvvvvv

FoxO4 [upraveno podle 86). Z tohoto obrézku je patrné, Ze oblast DNA-vazebné domény je
velice funkéni oblasti transkripéniho faktoru FoxO4. V okoli fosforylaéniho mista Ser-193 se nachazeji
sekvence aminokyselin, které slouZi jako vazebny motiv pro 14-3-3 protein a také jako jaderna
lokalizaéni sekvence (NLS).

V pfitomnosti rlstovych faktor(i na povrchu burky jsou tedy FoxO transkripéni
faktory fosforylovany, navazany na 14-3-3 a pfevazné pfitomny v cytoplazmé. To
znamena, ze neprobiha transkripce genl regulovanych FoxO transkripénimi faktory.
Navic béhem vyskytu FoxO proteini v cytoplasmé muze dojit k jejich odbourani
ubiquitin — proteazomovym systémem, coz spolehlivé zamezi jejich navratu do jadra
[30]. Pfi absenci rastovych faktorli, jsou FoxO transkripcni faktory lokalizovany
pfevazné v jadre a transkripce gent mlze Uspés$né probihat.
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2.2 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou rodina regula¢nich proteint vyskytujicich se vyhradné
v eukaryotickych burnikach. Sekvenéni analyzou bylo odhaleno, Zze sekvence kodujici
14-3-3 proteiny v organismech - od kvasinek az po Clovéka — vykazuji vysokou
podobnost coZz ukazuje na neobvyklou evoluéni konzervovanost této primarni
struktury. 14-3-3 proteiny samovolné dimerizuji za tvorby stabilnich homodimer(
nebo heterodimer(. Poprvé byly identifikovany jako kyselé proteiny vyskytujici se
v nadmérném mnozstvi v mozkové tkani. Nazev 14-3-3 proteint vyplynul z Cisla
frakce pfi separaci proteinli izolovanych z mozkové tkané chromatografii na DEAE-
celuléze a na jejich migracni pozici po elekroforéze na krobovém gelu [59].

Doposud byly identifikovany dvé izoformy 14-3-3 proteinl vyskytujicich se
v kvasinkach, sedm u savcu (véetné ¢lovéka) a vice nez deset v rostlinach. VSechny
izoformy 14-3-3 protein(i maji obdobnou tfidimenzionalni strukturu. Kazdy ze dvou
monomerl podilejici se na tvorbé dimeru se sklada z deviti antiparalelnich a-helix(,
které dohromady tvori ,U“ kanal Siroky pfiblizné 4 nm. Na kazdé strané ,U“ kanalu se
nachazi jeden vazebny Zlabek obsahujici jak kladné tak i zaporné nabité
aminokyselinové zbytky. 14-3-3 proteiny hraji dllezitou roli v mnoha procesech
v bunce od pfenosu signalu, pfes kontrolu bunééného cyklu, az po apoptézu a
karcinogenezi [60-70].

2.2.1 Zpusob a podminky interakce 14-3-3 protein( s jejich
vazebnymi partnery

14-3-3 proteiny ovliviiuji skrze vazebné interakce funkci celé fady proteinl. Ve
vétsiné pfipadl musi byt vazebni partnefi 14-3-3 proteina fosforylovani alespor na
jednom serinovém nebo threoninovém zbytku. Idealni vazebné motivy pro 14-3-3
proteiny jsou RSXpSXP a RXYpSXP, kde X je libovolny aminokyselinovy zbytek a pS
je fosforylovany serinovy zbytek. Tyto dva motivy jsou sice idealni, ale nejsou
nezbytné pro vazbu 14-3-3. Fosforylovany serinovy zbytek mlZe byt nahrazen
fosforylovanym threoninovym zbytkem. Ale existuji i pfipady, kdy 14-3-3 proteiny
efektivné interaguji i s nefosforylovanymi vazebnymi partnery. VSechny polypeptidy
obsahujici ve struktufe optimalni vazebny motiv pro 14 -3-3 s nimi interaguji
prostiednictvim  fosforylovanych aminokyselinovych zbytki navazanych do
postrannich vazebnych Zlabk( v ,U“ kanalu 14-3-3. Velké mnozstvi vazebnych
partnerl 14-3-3 proteinli obsahuje vice nez jedno vazebné misto pro 14-3-3 proteiny.
Napfiklad z krystalové struktury komplexu dimeru 14 3-3( s N-acetyltransferazou
plyne, Zze efektivni vazba dimeru 14-3-3 na N-acetyltransferazu vyzaduje dvé
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vazebna mista vjeji struktuie. Kazdy ze dvou fosforylovanych zbytkG  N-
acetyltransferazy se vaze do vazebného Zlabku na jednom z monomer( tvofici 14-3-
3¢ dimer [27, 29, 60, 71].

2.2.2 Mechanismy funkce 14-3-3 protein

14-3-3 proteiny se na molekularni drovni vyznaluji jednou vyznamnou
vlastnosti, ktera je jakoby predurCuje ktomu byt modulatory vlastnosti svych
vazebnych partneri. Molekuly 14-3-3 proteint jsou obzvlasté rigidni diky velkému
mnozZstvi interakci mezi a-helixy. Tridimenzionalni struktura 14-3-3 proteind zlstava
vice méné zachovana dokonce i po havazani vazebného partnera. Lze fici, Zze 14-3-3
proteiny se chovaji jako molekulové ,kovadliny“ modulujici strukturu svych vazebnych
partnerd. Dosud bylo identifikovano vice nez sto vazebnych partnerti 14-3-3 protein(,
ktefi obsahuji ve své struktuife alespon jeden vazebny motiv pro vazbu 14-3-3
protein(.

Existuji tfi zakladni zplUsoby, kterymi 14-3-3 proteiny ovliviiuji své vazebné
partnery:

1. Navazani 14-3-3 proteinu na vazebného partnera muze ovlivnit jeho enzymovou
aktivitu. (napf. vazba 14-3-3C na N-acetyltransferazu zvySuje jeji enzymatickou
aktivitu pfiblizné o 60%) Krystalicka struktura ko-krystalu 14-3-3 s N-
acetyltransferazou byla uvefejnéna v roce 2001 [60]. Navazani 14-3-3 proteinu
také muaze ovlivnit DNA vazebné vlastnosti vazebného partnera [63, 69].

2. Vazba 14-3-3 proteinu mlze ovlivnit vnitrobunéénou lokalizaci vazebného
partnera. U nékterych vazebnych partnerll vazba 14-3-3 protein zvySuje
rychlost jejich importu do jadra, u jinych naopak rychlost exportu z jadra do
cytoplazmy. Napfiklad pfi interakci 14-3-3 s FoxO transkripénimi faktory dochazi
k zakryti NLS a soucasné patrné k odkryti NES ve struktufe FoxO protein(, coz
vede k jejich rychlému exportu z jadra do cytoplazmy. [26, 63, 72, 73].

3. Vazba 14-3-3 proteinu na dva r{izné partnery sou¢asné muze zprostredkovavat
jejich vzajemnou efektivni interakci (napf. vzajemna interakce Raf1 proteinu
s proteinkinazou C) [63].

Obecné Ize fici, ze funkéni efekt navazani 14-3-3 proteinu na vazebného
partnera je dan spiSe funkci vazebného partnera v bunééném metabolismu.
Mechanismus vazby 14-3-3 je totiz zfejmé viceméné stale stejny.
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2.3 Komplex proteinu 14-3-3¢ : FoxO4

Protein 14-3-3¢ je jedna z nejroSifenéjsich izoforem savéich 14-3-3 proteina.
FoxO4 (nebo téz AFX) je ¢lenem skupiny savéich FoxO proteinli. Chromozomalni
translokace, ktera vede k flzi ¢asti genu pro transaktivaéni doménu FoxO4 proteinu
s genem pro transkripcni faktor MLL (mixed-lineage leukemia), hraje pravdépodobné
roli pfi vzniku akutni leukémie [74,75]. Dale se FoxO4 podili na regulaci bunééného
cyklu, presnéji feCeno na uvéznéni buhfky v G, fazi. Vroce 2001 byla uverejnéna
NMR struktura DNA vazebné domény FoxO4 [76].

FoxO4 obsahuje ve své struktufe tfi fosforylaéni motivy pro proteinkinasu B:
threonin 28, serin 193 a serin 258 [1,11,77] (Obr. 2.4). Pfedchozi studie ukazaly, Zze
fosforylace FoxO4 na téchto mistech vede k inhibici transkripéni aktivity FoxO4
proteinu a k jeho exportu z jadra do cytoplazmy. Fosforylace FoxO4 vSak sama o
sobé nestacdi k inhibici transkripéni aktivity FoxO4. Jiz dfive bylo ukazano, ze pro
rychly export FoxO3a z jadra do cytoplazmy je nezbytna nejen jeho fosforylace a
interakce se 14-3-3 proteinem, ale téz pfitomnost NES v jeho struktuie [17, 26].
Obdobny zavér plati i pro FoxO4. FoxO4 obsahuje ve své struktufe jak nuklearni
lokalizacni sekvenci (NLS), tak i nuklearni exportni sekvenci (NES). Pro lokalizaci
FoxO4 v jadie se ukazaly byt nezbytné aminokyselinové zbytky 180 az 221. FoxO4
obsahuje neklasickou NLS skladajici se ze dvou ¢asti, které obklopuji fosforylaéni
misto pro PKB na C-konci DNA vazebné domény (serin 193) (Obr. 2.4). Jak jiz bylo
zminéno dfive, fosforylace serinového zbytku mezi dvémi ¢astmi této neklasické NLS
FoxO transkripénich faktorll vede k ¢aste¢nému naruseni jeji funkce a navic vazba
14-3-3 proteinu na FoxO transkripéni faktor mize mit za nasledek stérickou blokaci
této NLS. Podle soucasnych vyzkumu to vypada, ze vazba 14-3-3 proteinu ovliviiuje
obé c¢asti NLS [86]. NES FoxO4 se nachazi v useku mezi 300. az 308.
aminokyselinou, ktery je velmi bohaty na lyzinové zbytky, coZz odpovida
rozeznavacimu motivu pro nuklearni exportni systém [17].

Biofyzikalni studie charakterizujici interakce mezi FoxO4, 14-3-3( a
fragmentem DNA, jehoz sekvence odpovida sekvenci, na kterou se specificky vazi
FoxO proteiny in vivo, potvrdila, Zze fosforylace sama o sobé nestaci pro inhibici
FoxO4 vazby na DNA. Dale bylo zjisténo, Ze dva vazebné motivy pro 14-3-3 protein
fosforylované proteinkinazou B jsou nezbytné pro efektivni interakci mezi
transkripénim faktorem FoxO4 a dimerem 14-3-3(C proteinu. Bylo také prokazano, ze
tvorba komplexu dvojnasobné fosforylovaného transkripéniho faktoru FoxO4
(dpFoxO4) se 14-3-3C proteinem ma za nasledek témér uplnou inhibici DNA
vazebnych vlastnosti FoxO4. Dle téchto vysledkl Ize usuzovat, Ze interakce FoxO
transkripénich faktorli se 14-3-3 proteiny je nejen nezbytna pro jejich rychly export
Z jadra do cytoplazmy, ale i pro samotnou inhibici jejich DNA vazebnych vlastnosti.
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Piesny molekularni mechanismus této inhibice DNA vazebnych vlastnosti FoxO4 je
vSak stale nejasny [77].

5\, FoxO4 /™ DNA > 5\.. Fox04~/"
I 1

PKB PKB
) )
| l
14-3-3¢ 14-3-3¢
) )
\/143.3;“- ‘Juaa;“ |

+
export komplexu LN\,

dpFox04:14-3-3(
Z jadra do cytoplazmy

Obr. 2.5 Vliv fosforylace proteinkinazou B na DNA vazebné viastnosti FoxO4.
Obréazek znézorriuje ovérené schéma interakci FoxO4, 14-3-3 a DNA. Kli¢ovym poznatkem je za prvé,
Ze pouze fosforylovany Fox(Q4 se vaze na 14-3-3 protein, a za druhé, Ze tato vazba zpusobi vyvazani
Fox0O4 z DNA.
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3 Cile diplomové prace

Hlavnimi cili této diplomové prace jsou:

1.

Pomoci cilené mutageneze pripravit DNA proteinu FoxO441.213
obsahujici pouze dva tryptofanové zbytky v DNA-vazebné domeéné.
Tryptofany Trp-29, Trp-97 a Trp-126 zmutovat na fenylalaniny.

Exprimovat mutovanou verzi proteinu FoxO441.213 pomoci
prokaryotniho expresniho systému a provést jeho purifikaci.

Exprimovat a vypurifikovat 14-3-3( protein (variantu neobsahujici
tryptofanové zbytky).

Ovéfit DNA-vazebné vlastnosti pfipraveného FoxO411.213.

Ovérit vazebné vlastnosti pfipraveného 14-3-3¢.
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4 Metody

4.1 Cilena bodova mutageneze

Metoda cilené mutageneze umoznuje provadét zmény v sekvenci DNA.
Pomoci této metody Ize v sekvenci DNA nahradit jednotlivé nukleotidy jinymi. Rovnéz
Ize nukleotidy pfidat &i odstranit. Princip spoéiva ve vhodném pouziti polymerazové
fetézové reakce (PCR), kde jako primery pro zadatek transkripce jsou pouzity vhodné
navrzené oligonukleotidy, které koresponduji s ¢asti sekvence templatové DNA
v misté kde chceme provést mutaci. V sekvenci oligonukleotidu je ovSem zanesena
pozadovana zména a tudiz DNA replikovand na zakladé téchto oligonukleotidi
obsahuje planovanou mutaci.

Jako templat pro cilenou mutagenezi byla pouzita cDNA (complementary
DNA) pro lidsky FoxO4 gen zaklonovana ve vektoru pGEX-4T-1 (Amersham
Bioscienece, Svédsko) v polyklonovacim misté mezi sekvencemi pro restrikéni
enzymy BamH I a Xho I [76] [pfiloha 2]. Bodové mutace byly generovany pomoci
Quick-Change kitu (Stratagene, USA). Pfitomnost mutace v sekvenci kédujici
studovanou oblasti byla ovéfena sekvenaci. Mutace byly provedeny v nasledujicim
pofadi: tryptofanovy zbytek na pozici 97; tryptofanovy zbytek na pozici 126;
tryptofanovy zbytek na pozici 29.

4.1.1 Mutagenezni PCR

Metoda PCR se bézné pouziva k amplifikaci DNA. Jedna se v zasadé o
pfirozeny proces replikace DNA provadény in vitro. VVychozi smés pro PCR musi
obsahovat templatovou DNA, replika¢ni zaatek neboli primer, dostate€né mnozstvi
vSech typu volnych nukleotidli a termostabilni polymerazu. Cela tato smés prochazi
pfi PCR zménou teplotnich rezimi (viz dale) v uréitém poctu cykll. Tento proces je
dnes zcela automatizovan a provadén v PCR pfistroji.

Mutagenezni PCR se od bézné PCR li§i pouze v tom, Ze jako primery jsou
pouzity vhodné navrzené oligonukleotidy s poZadovanou mutaci.

V pfipadé, ze provadime nékolik mutaci v jednom tUseku DNA je potfeba tyto
mutace generovat postupné. Znamena to, ze jako templat pro naslednou mutagenezi
pouzivame sekvenaci ovéifenou DNA z pfedchozi mutageneze (Tab. 4.1).

-21-



Mutantni DNA Pouzity templat DNA

FOXO41 1_213W97F FOXO41 1-213

FOXO411_213W97,126F FOXO411_213 W97F

FOXO411_213W29,97,126F (=FOXO411-213 fin W) FOXO411_213W97,126F

Tab. 4.1 Ptipravené mutantni DNA. V pravém sloupci templatovd DNA, pouZits pfi
mutagenezni PCR pro pfipravu konstruktu uvedeného v levém sloupci. Sekvence DNA pro FoxO4;.
213 j@ uvedena v priloze 6. W odpovida kodonu pro tryptofan. F kodonu pro fenylalanin. Zapis
napfiklad Fox04,,.513 W97,126F znamena, Ze v uvedené DNA byly Trp-97 a Trp-126 zaménény za
Phe-97 a Phe-26.

Pro kazdou mutaci DNA kédujici protein FoxO411.213 byla vZdy navrZzena a
zakoupena dvojice komplementarnich  oligonukleotidi obsahujici pozadovanou
zménou (VBC-Genomics, Rakousko) (Tab. 4.2).

sekvence navrzena pro mutaci tryptofanového zbytku na pozici 97

5 -TCC CGC CGG AAT GCC TTC GGA AAT

FoxO411.213 WOTF | CAG TCA TAT - 3°

5 -ATATGA CTG ATT TCC GAA GGC ATT

F _
OxO411.215 WITF I CCG GCG GGA -3

sekvence navrzena pro mutaci tryptofanového zbytku na pozici 29

5-CCC CGC TCC TGC ACCTTC CCC CTC

FoxO411.213 W29,97,126F | CCC CGA CCA-3°

5-TGG TCG GGG GAG GGG GAA GGT GCA

FoxO44. Fll
0x04 11213 W29,97,126F | GGA GCG GGG — 3’

Tab. 4.2 Priklady navrzenych oligonukleotidti pro jednotlivé mutace. Oligonukleoti-
dy pro mutagenezni PCR byvaji obvykle navrZzeny tak, Ze poZzadovang zména je umisténa uprostied
cca 30 bazi dlouhého oligonukletidu. Pro kaZzdou mutagenezi je nutné navrhnout primer upstream a
downstream.

Pro amplifikaci vSech DNA mutantl FoxO411.213 byla pouZzita obdobna reakéni
smés a identicky teplotni program (Tab. 4.3).
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Koncentrace Objem
Slozka slozky

mol.dm H
10x konc. pufr pro polymerazu Pfu turbo (Strategene, USA) - 5
Templatova DNA pro FoxO41.,13 mutanty 4108 1
Oligonukleotid | 1.107 5
Oligonukleotid I 1.107 5
Smés deoxyribotrifosfonukleotidli (ANTP) 410° 1
Voda - 33
Polymeraza Pfu (Strategene, USA) i 1

Tab. 4.3 Reakéni smés pro mutagenezni PCR.

Slozeni reakéniho pufru (pH 8,8): Teplotni rezim:
0,1 mol.dm®  KClI 95°C 30"
0,1 mol.dm™®  (NH4),SO, 51°C 1 20x
0,2 mol.dm™  Tris-HCI (pH 8,8) o
2.10? mol.dm® MgSO, 68°C 12
1% Triton X-100 4°C

1g.dm? BSA

Teplotni rezim byl naprogramovan tak, aby teplota na zaatku prudce vzrostla
na 95 °C a tam byla udrzovana 30 sekund. Poté byla teplota postupné sniZzovana na
51°C a na této teploté udrzovana jednu minutu. Pak byla teplota zvySena na 12 minut
na 68 °C. Tento cyklus byl opakovan 20x.

Pfi teploté 95°C dochazi k rozpojeni vlaken DNA (denaturaci DNA), teplota
51°C je potiebna k hybridizaci oligonukleotidi s DNA, a pfi teploté 68°C dochazi
k syntéze nového komplementarniho viakna DNA. Syntézu vidken katalyzuje
termostabilni DNA polymeraza Pfu turbo. Po dokonéeni v§ech 20 cykll byla smés
ochlazena a uchovavana pfi 4 °C. Cely tento proces byl proveden automaticky na
pfistroji FT GENE 2D (Techne, United Kingdom).
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Obr. 4.1 Vnaseni mutace a amplifikace polymerazovou retézovou reakci..Obrazek
ukazuje oligonukleotidy navrzené pro vneseni mutace, které funguji jako primery pfi replikaci DNA, a
néslednou amplifikaci DNA obdobnym zpisobem. V podstaté jsou zde zobraceny prvni &tyfi cykly

polymerézové retézové reakce.

Po vyjmuti z pfistroje bylo ke smési pfidano 1,5 ul restrikéniho enzymu Dpn | o
koncentraci 20 U. ul ' (New England Biolabs, Kanada) a smés byla dale inkubovana
dvé hodiny pfi 37 °C. Dpn | specificky §tépi methylovanou DNA bakterialniho pavodu,

tedy plvodni templatovou DNA.
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Obr. 4.2 Restrikéni Stépeni templatu enzymem Dpn |. Enzym DPN | rozstépi
methylovanou DNA, ktera predstavuje pivodni templatovou DNA. Ta je v tomto okamziku v roztoku jiz
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4.1.2 Agarbézova elektroforéza DNA

Pro ovéfeni amplifikaéni reakce byla pouzita agarbézova elektroforéza. V
disledku celkového negativniho naboje se DNA pohybuje v elektrickém poli
v nedenaturujicim prostfedi smérem k anodé a diky charakteru agar6zového gelu
dochazi k rozdéleni fragmenti DNA dle velikosti. V tomto pfipadé delsi fragmenty
DNA migruji gelem pomaleji.

K separaci fragmentt DNA po mutagenezni PCR byl pouzit 1% agarézovy gel.
Tento gel byl pfipraven rozpusténim 0,45 g agarézy ve 45 ml horkého 1x
koncentrovaného TBE pufru.

Roztoky:
20x koncentrovany TBE pufr (pH 8,5): Pufr pro pripravu vzorku:
121 g Tris 502/0 glycerol , )
6179 kyselina borita 0,5% bromfenolova modr
0,5% xylen cyanol
7,449 EDTA

- doplnéno vodou do 1 litru

Vzorky byly pfipraveny smichanim 15 ul roztoku amplifikované DNA se 4 pl
pufru pro pfipravu vzorku. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit 1Kb
DNA Ladder (Invitrogen, USA) [pfiloha 3] vhodny pro identifikaci fragmentid DNA
s velikosti od 500 pard bazi do 12 000 parl bazi.
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Obr. 4.3 Schematické usporadani agarézové elektroforézy DNA. Schéma zachycuje
skutecnost, Ze pfi SDS — PAGE putuji agarézovym gelem rychleji krat$i iseky DNA. Porovnanim jejich
elektromigracnich pozic se standardem molekulovych hmotnosti Ize zjistit jejich délka.

Do prvni drahy bylo vzdy naneseno 15 pl standardu molekulovych hmotnosti.
Elekroforéza byla provedena v horizontalni poloze v prostiedi TBE pufru po dobu 1
hodiny pfi napéti 75 V. Po ukonéeni elektroforézy, byl gel inkubovan 1 hodinu
v 1% roztoku ethidium bromidu. Mezi molekulami ethidium bromidu a DNA dochazi
k interakci zpUsobuijici fluorescenci, ktera byla sledovana pod UV lampou.

4.1.3 Transformace kompetentnich bunék E.coli JM109

Transformace je proces, pifi kterém je pfenasena cizoroda geneticka
informace do hostitelské bunky. V zasadé vychazi z pfirozené vlastnosti bakterii
pfijimat mikro¢astice ze svého okoli a replikovat cizorodou DNA spole¢né se svou
vlastni. Aby byl tento proces urychlen a usnadnén pouziva se pro transformaci
metoda teplotniho Soku.

Timto zplGsobem byla zabudovana mutantni DNA zpravé provedené
mutageneze do kompetentnich bunék E.coli kmene JM109 (Promega,USA), coz je
kmen vhodny pro pfipravu DNA pro sekvenovani.

Roztoky:
LB medium dle Luria-Bertani: LB agar (pro pripravu agarovych misek):
10 g Bacto trypton 10 g Bacto trypton
5 g Bacto-yeast extract 5 g Bacto-yeast extract
10 g NaCl 10 g NaCl
9 av _ 20 g agar
- dopInéno vodou do 1 litru - dopInéno vodou do 1 litru
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Sterilizace byla provedena v autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 40 minut. Po
sterilizaci byl pfidan do obou roztokd 1 ml ampicilinu o koncentraci 100 mg.mi™. LB
agar byl nalit na Petriho misky, které byly skladovany pfi 4 °C.

Transformace bakterialni kultury kompetentnich bunék byla provedena pro
nasledny proces biologické amplifikace mutantni DNA. Timto zptisobem byla ziskana
methylovana mutantni DNA, kterou je mozno pouzit pro dalSi mutagenezi a pozdéji
odstranit jako nezadouci templat z roztoku plazmidové DNA.

Postup:

45 pl roztoku bakterialni suspenze bylo smichano s 1 ul amplifikované mutantni
plazmidové DNA po rozstépeni plvodniho templatu enzymem Dpn |I. Nasledovalo
30 minut inkubace pfi teploté 0°C. Poté nasledoval teplotni $ok: vzorek byl inkubovan
45 sekund na vodni lazni pfi 42 °C a nasledné inkubovan 2 minuty na ledu. Dale bylo
ke vzorku pfidano 450 ul LB media pfedehiatého na 42°C a vzorek byl inkubovan 1
hodinu pfi 37°C a konstantnich otackach 190 rpm.

Nasledné byla cela reakéni smés (cca 1ml) nanesena na agarovou misku s
ampicilinem a 12 hodin inkubovana pfi 37 °C. Agarova miska s narostlymi koloniemi
pak byla uskladnéna pfi 4 °C.

Komeréné dodavany plazmid pGEX-4T-1 obsahuje oblast kédujici rezistenci
na antibiotikum ampicilin. Za pfitomnosti ampicilinu v zivném mediu se mnozi tudiz
jen ty bakterie, jez byly transformovany timto plazmidem.

Nakonec byla jedna kolonie z agarové misky pifenesena pomoci sterilniho
ocka do 5 ml LB media téZ obsahujiciho ampicilin o koncentraci 100 pg.ml”". Smés
byla inkubovana 12 hodin pfi 37 °C pfi konstantnich otackach 190 rpm.

4.1.4 |zolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla z transformované bakterialni kultury izolovana metodou
wJetquick Plasmid Miniprep Spin Kit/250“ (Genomed, USA). Tato sada obsahuje
veskery potiebny material a podrobny navod k provedeni izolace. Princip spocdiva
v centrifugaci bunék pfi 10 000 G, jejich resuspendaci, lyzi, a odstranéni nedistot
nékolikakrokovym srazenim, promyvanim a centrifugaci. Ziskana plazmidova DNA
byla skladovana pfi teploté -20°C a €ast zaslana na sekvenaci (komeréni servis,
MBU AV CR). Timto zptsobem byla ziskana DNA koédujici v8echny tfi mutantni
proteiny FoxO411.213.
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4.1.5 Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3)

Kmen kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) (Stratagene, USA) je specialni
kmen E. coli vhodny pro dlouhodobé uchovani a efektivni expresi protein. Proto
byla vysledna DNA kodujici protein FoxO411.213 se vSemi pozadovanymi mutacemi
(dale jen FoxO444.213 fin W) transformovana do obou kmenl E. coli BL21(DE3) a
JM109.

Transformace byla provedena obdobnym zplsobem jako transformace
predesla, s tim rozdilem, Ze bylo pouzito 30 pl roztoku bakterialni suspenze E. coli
BL21(DE3) a pozdéji pfidano 300 pul LB media.

4.1.6 Priprava glycerolového roztoku bakterialni kultury

Glycerolovy roztok bakterialni kultury se pouziva k dlouhodobému uchovani
bakterialni kultury pfi teploté —80°C. Glycerol v roztoku minimalizuje vznik ostrych
ledovych krystalk(, které poskozuji bunéénou sténu bakterii.

Bakterialni kultura transformovana vektorem pGEX-4T-1 obsahujicim DNA kodujici
protein FoxO441.213 fin W byla nanesena na agarovou misku s ampicilinem a 12
hodin inkubovana pfi 37 °C. Agarova miska s narostlymi koloniemi pak byla
uskladnéna pfi 4 °C. Poté byla jedna kolonie z agarové misky pfenesena pomoci
sterilniho o¢ka do 5 ml LB media téZz obsahujiciho ampicilin o koncentraci 100
ng.ml*. Smés byla inkubovana 12 hodin pfi 37 °C a pfi konstantnich otagkach 190
rom. Nakonec byl ke smési pfidan glycerol do finalni koncentrace 30%. Nasledné
byla cela smés zamrazena na —80°C a pfi této teploté uchovavana.
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4.2 Exprese a purifikace proteinu Fox0411.213 fin W

Exprese a purifikace proteinu FoxO411.213 fin W je pomé&rné naro¢na vzhledem
k malé odolnosti tohoto proteinu k proteolytické degradaci. Aby bylo docileno
dostateéného vytézku, bylo nutné provadét expresi v pomérné velkém objemu 6 litrd
bakterialni kultury, respektive 6x 1 litru LB média. Dale bylo nutné po celou dobu
dbat na to, aby byl purifikovany protein co nejméné zatizen vySSimi teplotami.
Priponou .fin W “ jsem nazval finalni konstrukt proteinu FoxO41,¢3 obsahujici
zaménu Trp-29,97 a 126 za Phe-29,97 a 126.

421 Exprese rekombinantniho proteinu FoxO444.213 fin W

Pro expresi proteinu FoxO4112¢3 fin W byl pouzit expresni kmen E. coli
BL21(DE3) obsahujici vektor pGEX-4T-1 s usekem kddujicim poZadovany protein
zaklonovanym v polyklonovacim misté mezi misty pro restrikéni enzymy BamH | a
Xho | [viz pfiloha 2].

Postup:

Ze zasobniho glycerolového roztoku bylo odebrano 10 ul bakterialni kultury a
toto mnozstvi bylo pfidano k 5 ml LB média obsahujiciho ampicilin o koncentraci 100
ng.ml". Timto zpGsobem bylo pfipraveno 12 x 5 ml LB media a tato kultura byla
inkubovana 12 hodin pfi 37 °C a konstantnich otackach 190 rpm.

10 ml narostlé bakterialni kultury bylo pfidano k 1 litru LB média, kam byl
nasledné pfidan ampicilin do celkové koncentrace 100 pg.mi”. Cela smés byla
inkubovana pii 37 °C a konstantnich otackach 190 rpm tak dlouho, dokud
absorbance pfi vinové délce 600 nm nedosahla hodnot 0,6 - 1. Absorbance byla
méfena na pfistroji HP8542 (Agilent Technologies, USA). Poté byl do média pfidan
induktor exprese  rekombinantnich  proteini  IPTG  (Ilsopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosid), do finalni koncentrace 5.10* mol.dm™. Tim byla spusténa
proteosyntéza rekombinantniho proteinu FoxO441.213 fin W umisténého ve vektoru
pGEX-4T-1. Po pfidani IPTG byla bakterialni kultura inkubovana 12 hodin pfi 30 °C a
konstantnich otackach 190 rpm. Poté byla bakterialni kultura centrifugovana pii 4 °C
po dobu 45 minut pfi konstantnich otackach 3600 rpm na pfistroji Refridgerated
centrifuge K80 (Ependorf, Némecko ). Pelet byl dale ihned zpracovan.
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4.2.2 Purifikace rekombinantniho proteinu FoxO444.243fin W

4221 Sonikace

Sonikace je obvykle prvnim krokem purifikace proteinu. Dochazi pfi ni k rozbiti
bunéénych stén bakterii ultrazvukem. Aby nedoSlo k poskozeni proteinu, je nutné
pouZivat pouze omezenou intenzitu ultrazvuku. Sténa bakterii se proto nejprve
naruSuje chemicky enzymem lysozymem.

Roztoky:
10x koncentrovany PBS pufr (pH 7,4): Lyzovaci pufr (pH 7,4):
1,36 mol.dm™ NaCl 2X kozncentrov?ny PBS pufr
2,7.102mol.dm® KCl 1-]8:3 mo:.gm:3 BEA
2 3 . mol.am

5,0.102mol.dm3 Na;HPO4 110 mol.dm PMSF
1,8.10“mol.dm™ KH,PO,

Postup:

Pelet ziskany centrifugaci 1 litru bakterialni kultury byl resuspendovan ve 40
mi vychlazeného lyzovaciho pufru. Poté byla resuspendovana bakterialni kultura
zmrazena a opeét rozmrazena. Pfed sonikaci byl k rozmrazené smési pfidan
lysozym, do finalni koncentrace 0,1 mg.ml'1. Lysozym je enzym, ktery Stépi
peptidoglykany, které tvofi buné€nou sténu bakterii. Cela smés byla michana po
dobu 30 minut v chladové mistnosti pfi 4 °C. Sonikace byla provedena péti 60
vtefinovymi pulzy pfi vykonu 35 W na pfistroji Nisonix sonicator (Nisonix
Incorporation,USA ). Byla provedena na ledu, protoZze smés se pfi sonikaci zahfiva a
mohlo by dochazet k denaturaci proteinu. Po sonikaci byla bakterialni suspenze
centrifuguvana po dobu 45 minut pfi 13500 rpm na pfistroji Biofuge 28RS (Heraeus
Sepatech, Némecko). Ziskany supernatant obsahujici proteinovou frakci uvolnénou
z rozbitych bunék byl uchovavan pfi teploté -80 °C.

4.2.2.2 GST afinitni chromatografie

Proteiny exprimované pomoci plazmidu pGEX-4T-1 jsou exprimovany jako
fuzni proteiny s navazanou glutathion-S-transferazou (GST) na jejich N-konci. Ta
slouzi jako afinitni kotva pfi GST afinitni chromatografii. Vyuziva se pfi tom afinity
GST ke specialné pfipravené matrici — GLU-SEPHAROSE™ Fast Flow (Amersham
Biosciences, Svédsko). Komplex GST:protein se na matrici navaze, zatimco ostatni
proteiny jsou ze smésy eluovany vhodnym pufrem. Nasledné je matrice promyvana

-30 -



silnym roztokem redukovaného glutathionu, ktery ma ke GST vétsi afinitu nez
glutathion navazany na matrici. Timto zplsobem je komplex GST:protein z matrice
uvolnén.

Obr. 4.4 Exprese komplexu GST:FoxO4. Protein FoxO441.513 fin W byl exprimovan jako
fazni protein s navazanou GST afinitni kotvou. Tato afinitni kotva ma priblizné stejnou molekulovou
hmotnost jako Fox044,.543 fin W a exprimuje se na jeho N-konci.

Roztoky:

Pufr pro eluci glutathionem (pH 7,5): 10mM glutathion (pH 8):

2.0.102 mol.dm? Tris HCI pH 7.5 0631 g redukovany glutathion

3 - dopinéno pufrem pro eluci do

0,5 mol.dm™ NacCl objemu 100 ml

1,0.10° mol.dm™ EDTA - pH upraveno na 8

1,0.102 mol.dm™ DTT
10% glycerol

-doplnéno vodou do objemu 1 litru

Postup:

Bézné uzivana chromatografickd kolona byla naplnéna matrici GLU-
SEPHAROSE™ Fast Flow (Amersham Biosciences, Svédsko). Dale byla promyta
250 ml pufru pro eluci glutathionem. K takto pfipravené matrici byla pfi-
dana proteinova frakce a smés byla inkubovana 1 hod pfi teploté 4°C. Poté byla

-31-



smés nanesena na béznou chromatografickou kolonou napojenou na peristaltickou
pumpu. Po zachyceni veSkeré smési byla matrice s navazanym komplexem
GST:protein promyta 300 ml pufru pro eluci glutathionem. Nasledné byla smés
v koloné promyta 60 ml roztoku redukovaného glutathionu a jimany proteinové frakce
po 5 ml.

4.2.2.3 Specifické stépeni TEV proteazou

TEV proteaza (proteaza virli tabakové mozaiky, Tobacco Etch Virus [88]) je
enzym, ktery specificky odstépi z proteinu GST. Pro pouziti spravného mnozstvi TEV
proteazy je nutné zjistit pribliznou stavajici koncentraci proteinu v roztoku. Pro toto
zjisténi bylo pouzito Lambertova-Bearova zakona (A = ¢.c.l), kde A je absorbance
roztoku, € je absorb&ni koeficient purifikovaného proteinu v sou¢asném stavu, tedy i
s navazanym GST, a | je opticka draha. Absorbance byla méfena pfi vinové délce
280 nm na pristroji SPEKTROFOTOMETR CECIL CE 8020 s pouzitim kiemenné
kyvety s tloustkou 1 cm. Absorpéni koeficient byl vypo€itan pomoci ,ProtParam
tool” volné pfistupného na www.expasy.org.

Nasledné bylo pfidano patficné mnozstvi TEV proteazy a vzorek byl
inkubovan po dobu 80 minut pfi 37°C a konstantnich otackach 190 rpm.

TEV proteaza byla poskytnuta RNDr. Veronikou ObSilovou PhD. spole¢né
s informacemi o koncentraci a specifické aktivité. Koncentrace TEV proteazy byla
200 U.mlI™", specificka aktivita byla 250 U.mg"”

42.24 Dialyza

Dialyza je separaCni metoda, ktera se pouziva k odstranéni nizko-
molekularnich latek zroztok( proteinli, nebo téz ke zméné slozeni roztoku, ve
kterém je protein rozpustén. Dialyzaéni stfevo je membrana s vhodnou velikosti péra.
Membrana je nepropustna pro vysokomolekularni latky a sou€astné propustna pro
nizkomolekularni latky. Nizkomolekularni latky se pohybuji pfes membranu ve sméru
klesajiciho koncentraéniho gradientu.

Proteinové frakce se po jednotlivych purifikaénich krocich dialyzuji z toho
dlvodu, Ze pro dal$i purifikaéni krok nebo pro dal$i experimenty je nezbytna zména
sloZeni pufru, ve kterém je protein rozpustén. Pro dalSi purifika¢ni krok, kationtovou
vyménnou chromatografii, bylo nutné vzorek dialyzovat 12 hodin v pufru E (sloZeni
viz dale).
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Membrana pouzita pro dialyzu: MCO 14 000 (,Molecular weight Cut off* 14 000 =
membrana nepropustna pro molekuly s Mr > 14 000) (Roth, Némecko) (Relativni
molekulova hmotnost mutantniho proteinu FoxO44.,13 fin W je 22 320.).

4225 Kationtové vyménna chromatografie

Kationtové vyménna chromatografie je metoda, ktera se obecné pouZziva
k separaci ¢astic nesoucich kladny naboj. Transkripéni faktor FoxO4 ma v roztoku o
neutralnim pH kladny naboj (teoreticky plFox04,:21; fin W = cca 9,6), podobné jako
vSechny DNA vazebné proteiny. DNA je diky fosfatovym skupinam na svém povrchu
nabita negativné. Podstatou separace je elektrostaticka interakce kladné nabitych
Castic s negativné nabitou matrici, kterou je naplnéna chromatograficka kolona. Na
matrici dochazi k vyméné kationtt Ni** za proteiny nesouci kladny naboj, jez se na ni
za danych podminek vazi silnéjSimi elektrostatickymi interakcemi. Nasledna eluce je
provadéna pufrem se vzrustajicim gradientem iontové sily.

Roztoky:
Hnaci pufr (E): Elucni pufr (F):
5,0.102 mol.dm™ kyselina citronova sloZeni pufru E + 1 mol.dm™ NaCl

110" mol.dm® EDTA - upraveno na pH 6,3

2.10° mol.dm™ DTT
- upraveno na pH 6,3

Pro purifikaci proteinu FoxO444.213 fin W byla pouzita kolona napinéna Butyl-S-
Sephardzou (Amersham Biosciences, Svédsko) obsahujici negativné nabitou
skupinu  SO*. Kolona byla pfipojena k pistroji ,AKTAprime™* (Amersham
Biosciences, Svédsko) pro vysokouginnou kapalinovou chromatografii (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography) a data byla analyzovana pomoci programu
,2unicorn 4.11“ dodanym spolu s pfistrojem.

Metoda:
Teplota......................... 4° C
Priitokova rychlost........... 1 ml.min™

Koncentraéni gradient...... 0-100% (Linearni gradient NaCl byl tvofen automatizo-
vanym smésovanim pufrd E a F, pfi¢emZ 0% odpovida
sloZeni pufru E a naopak 100% odpovida slozeni pufru F)
Maximaini tlak v koloné... .0,9 Mpa
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- Frakce byly sbirany po 0,5 ml do 1,5 ml plastovych mini zkumavek.
- Absorbance eluovaného vzorku byla méfena pfi vinové déilce 280 nm, coz
odpovida absorbénimu maximu proteint.

Postup:
Nejprve byla kolona promyvana 10 minut pufrem E pfi pritokové rychlosti 2 ml.min™.
Nasledovala ekvilibrace kolony pufrem E pfi pritokové rychlosti 1 ml.min”" a2 do
ustaleni vodivosti eluovaného roztoku. V dal$im kroku byl nanasen vzorek na kolonu
po 2 ml roztoku proteinu. V jednom cyklu bylo nanaseno maximalné 10 ml roztoku
proteinu. Po naneseni vzorku na kolonu nasledovala eluce koncentraénim
gradientem (viz metoda). V okamziku, kdy eluéni kfivka jasné ukazovala, zZe jiz doslo
k vylouéeni proteinu z kolony, byla eluce manualné ukonéena.

Cistota proteinovych frakci ziskanych po vyménné kationtové chromatografii,
byla analyzovana metodou SDS-PAGE (viz dale). Frakce obsahujici mutantni
protein byly slou¢eny a v dalSim postupu zkoncentrovany.

4226 Zkoncentrovani roztok(l protein(

Pfi kazdém purifikaénim kroku dochazi k nafedéni roztoku proteinu, a to jak
béhem samotné purifikace, tak i béhem nasledné dialyzy. Aby byla purifikace co
nejucinnéjsi, je zapotiebi protein mezi purifikaCnimi kroky zakoncentrovat. Také po
ukonceni purifikace je nezbytné zvysit koncentraci proteinu, nebot' vyssi proteinova
koncentrace je vyhodna pro dalSi experimenty.

Pro zkoncentrovani se pouzivaji koncentratory skladajici se ze dvou c¢asti:
horni €asti je zkumavka o objemu 4 ml, na jejimz dné je umisténa celulosova
ultracentrifugaéni membrana propustna pro molekuly o urité velikosti. Dolni &ast
tvofi sbérna zkumavka o objemu 3 ml, do které se jima roztok, ktery béhem
centrifugace projde pfes membranu.

Pro zkoncentrovani proteinli byly pouzity koncentratory s MCO 10000
(Amicon, USA). Centrifugace byla provadéna na pfistroji High Speed Brushless
Centrifuge MPW 350R, Angel Rotor (MPW MED INSTRUMENTS, Polsko) pfi 4°C a
otackach 3 000 rpm. Roztok proteinu byl nanasen na koncentrator, dokud nebylo
dosazeno sniZeni objemu vzorku v centrikolonce na 1 ml, coZ je objem vhodny pro
nasledny purifikaéni krok, jimz byla gelova filtrace.
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4227 Gelovafiltrace

Gelova filtrace je metoda, pfi které jsou molekuly separovany na zaklade své
velikosti (molekularni hmotnosti) a tvaru. Napli chromatografické kolony tvoii gel
obsahujici porovité &astice. Molekuly, jejichz prifez je mensi nez prifez pérl
gelovych &astic, vstupuji do gelovych Castic a jejich pohyb kolonou je zpomalovan
oproti pohybu mobilni faze. Molekuly, které jsou vétsi nez pory v gelovych Casticich,
s napini kolony neinteraguji. Obecné plati, Zze velké molekuly jsou v porovnani
s malymi molekulami eluovany rychleji.

Roztok:
Eluéni pufr (Ph 7,5):
2,0.102 mol.dm™ Tris HCI (pH 7,5)
1.10" mol.dm™ NaCl
2.10° mol.dm™ DTT
1.10> mol.dm™® EDTA
10% glycerol

Pro gelovou filtraci byla pouZita kolona ,Superdex™ 75 (Amersham
Biosciences, Svédsko). K tomuto purifikaénimu kroku byl rovnéz pouzit pfistroj
LAKTAprime™* (Amersham Biosciences, Svédsko) pro HPLC a program Unicorn
4.11 pro fizeni a vyhodnoceni celého procesu.

Z prfedchoziho kroku ,zakoncentrovani roztokd“ bylo ziskano 2x 1 ml roztoku
proteinu. Tyto roztoky nebyly spojeny, naopak byly na kolonu naneseny kazdy zvlast,
tedy ve dvou bézich.

Metoda:
Teplota..................coo 4°C
Pratokova rychlost.............. 0,7 ml.min™

- Frakce byly sbirany po 0,5 ml do 1,5 ml plastovych mini zkumavek.
- Absorbance eluovaného roztoku byla méfena pfi vinové délce 280 nm, coz
odpovida absorbénimu maximu protein(.

Postup:

Nejprve byl systém bez kolony promyvan 20 minut eluénim pufrem pfi
pratokové rychlosti 3 ml.min™'. Nasledovala ekvilibrace kolony eluénim pufrem pfi
pritokové rychlosti 0,5 ml.min® az do ustaleni vodivosti eluovaného roztoku.
V dalSim kroku byl nanesen cely objem zakoncentrovaného roztoku proteinu z jedné
centrikolonky. Po naneseni vzorku na kolonu nasledovala eluce elu¢nim pufrem (viz
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metoda). V okamziku, kdy eluéni kfivka jasné ukazovala, Ze jiz doSlo k vylou€eni
proteinu z kolony byla eluce manualné ukoncena.

Cistota proteinovych frakci ziskanych po gelové filtraci, byla analyzovana
metodou SDS-PAGE (viz. dale). Frakce obsahujici mutantni protein byly uskladnény
pfi teploté —80°C, pfipraveny k ovéfeni DNA vazebnych vlastnosti purifikovaného
proteinu.

4228 SDS-PAGE

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoreses) je
metoda, ktera se pouziva k anylyze a vizualizaci proteinového slozeni vzorku.
Uginkem SDS proteiny denaturuji a ziskavaji jednotny zaporny naboj a ty&inkovity
tvar. Diky tomu, Ze v prostiedi SDS maiji véechny molekuly proteinil jednotny naboj,
pfi prlichodu proudu roztokem se vSechny pohybuji smérem k anodé.
Polyakrylamidovy gel obsahuje ve své struktuie péry, jejichz velikost je srovnatelna
s velikosti proteini. Molekuly proteini jsou tak separovany na principu
.molekulového sita“ v zavislosti na své velikosti, neboli molekulové hmotnosti. Malé
proteiny se pohybuji polyakrylamidovym gelem rychleji nez velké proteiny.

Pro separaci proteint byl pouzit 12% separacéni gel v kombinaci se zavadécim
gelem. 12% gel se pouziva k separaci fragmentli o molekulové hmotnosti 15 000 —
60 000 g.mol™.

Roztoky pro pFipravu gelu:

Pufr pro separacni gel (pH 8,8): Pufr pro zavadéci gel (pH 6,8):
75 ml 2 mol.dm™ Tris-HCI (pH 8,8) 50 ml 1 mol.dm™ Tris-HCI (pH 6,8)
4 ml 10% SDS 4 ml 10% SDS
21 ml voda 46 ml voda
10x koncentrovany TBE pufr: 30% Akrylamid:
50 g Tris-_HCI 29,2% Akrylamid
1‘118 g %Iécgnu 0,8% Bis-acrylamid
voda

- doplnéno vodou do 1 litru

Pufr pro pfipravu vzorku (pH 6,8):
0,6 ml 1 mol.dm™ Tris-HCI (pH 6,8)
5ml 50% glycerolu
2ml 10% SDS
0,5 ml B-merkaptoethanol
1 ml 1% bromfenolové modfi
0,9 ml voda
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Roztoky pro vizualizaci proteinu:
Barvici roztok:
1g ,Coomasie Blue“ R-250
450 ml methanolu

Odbarvovaci roztok:

100 ml methanolu
100 ml koncentrované kyseliny octové
800 ml voda

450 ml voda

100 ml koncentrované kyseliny octové

12% gel na SDS PAGE
separcni gel | zavadéci gel
akrylamid 3ml 0,25 ml
Pufr + SDS 2ml 0,5 ml
voda 2,6 ml 1,1 ml
persulfat 50 ul 25 pl
TEMED 7,5 ul 4 ul

Tab. 4.4 Slozeni 12 % gelu pro SDS - PAGE

Vzorek nanaseny na gel obsahoval 5 — 10 ul frakce a 5 ul pufru pro pfipravu
vzork(i. Cela smés byla vafena na vodni lazni po dobu jedné minuty. Uginkem
zvySené teploty, SDS a B-merkaptoethanolu, ktery redukuje disulfidické mustky v
proteinech, doSlo k denaturaci vzorku. Takto pfipravené vzorky byly naneseny do
vzorkovacich jamek v zavadécim gelu. Do prvni jamky bylo naneseno 10 pl
standardu molekulovych hmotnosti.

Jako standardy molekulovych hmotnosti byly pouzivany ,MIX 4“ a ,MIX 5. Mix
4 obsahuje smés proteinli o relativnich molekulovych hmotnostech 97 000, 67 000,
45 000 a 29 000 a byl pouzivan k identifikaci proteinu pfed tim, nez z néj byla
odstépena GST. Mix 5 obsahuje smés proteind o relativnich molekulovych
hmotnostech: 29 000, 21 000, 12 500 a 6 500 a byl pouzivan k identifikaci proteinu
s jiz odstépenou GST. Elektroforéza byla provadéna ve vertikalni poloze po dobu 45
— 50 minut pfi napéti 200 V.

Po skonéeni elektroforézy byly separované proteiny vizualizovany ponorenim
gelu do barviciho roztoku na 30 minut. Barvici roztok obsahujici Coomasie blue
R250 se navaze na protein obsazeny v gelu a dojde k jeho ukotveni v gelu. Po
obarveni byl gel ponofen na jednu hodinu do odbarvovaciho roztoku. Po tomto kroku
zlstala v gelu obarvena pouze ta mista, ve kterych byly navazané proteiny.
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4.2.3 Fosforylace FoxO444.213 fin W

Fosforylace je reakce, pfi které je fosfatova skupina (PO,>) piipojena
k organické molekule. V nasem pfipadé se fosfatova skupina navazala na specifické
aminokyselinové zbytky — Thr-28 a Ser-193, v sekvenci FoxO441.213 fin W. Zdrojem
fosfatovych skupin jsou molekuly ATP a fosforylace je katalyzovana specifickymi
enzymy — kinazami. V tomto pfipadé byla pouzita PKBa (Upsate, USA), o specifické
aktivité 579 U.mg™' a koncentraci 0,4 mg.ml”". MnozZstvi pouZité kinazy se teoreticky
fidi vztahem:

,1 jednotka (Unit) aktivity PKBa odpovida 1 nmol fosfatu navazaného na modelovy
peptid ,Crossitite“ o koncentraci 30 uM za jednu minutu pfi 30°C a v pfitomnosti 100
uM ATP*

, ve skute€nosti ovSem nelze presné urcit ¢as, po ktery je PKBa funkéni a pouzité
mnozZzstvi se fidi odhadem.

Tab.4.5 Slozeni vzorku pro fosforylaci mutantniho proteinu Fox0O44.213 fin W

. Slozeni fosforylovaného | Slozeni referentniho
Slozka
vzorku vzorku
ATP 0,2.10* mol. dm™ 0,2.10* mol. dm™
Mg?®* 1.102 mol. dm” 1.102 mol. dm™
PKBa 0,4 mg.ml -
Mutant FoxO4 .13 fin W 14,2.10°® mol.dm™ 14,2.10° mol. dm™

Na fosforylaci bylo pouzita polovina vypurifikovaného mnozstvi proteinu
FoxO414.213 fin W. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny pfi 30 °C. Po jedné hodiné byl
pridan stejny objem ATP jako byl na po€atku pouzit pro pfipravu vzorku. Vzorky byly
dalSi hodinu inkubovany pfi 30°C. Oba vzorky byly poté dialyzovany 48 hodin pfi 4°C
proti roztoku o sloZeni: 2,0.102 mol. dm™ TrisHCI (pH 7,5)

1,0.10"" mol. dm™® NaCl,
1,0.10° mol. dm® EDTA.
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4.3 Exprese a purifikace proteinu 14-3-3_C no W

4.3.1 Exprese proteinu 14-3-3C no W

Protein 14-3-3, no W byl exprimovan jako flzni protein s afinitni kotvou
tvofenou fetézcem Sesti histidinl (His-Tag). Pro expresi 14-3-3¢ no W byl pouzit
expresni kmen E. coli BL21(DE3) obsahujici vektor pET15b (Novagen, USA) [viz
pfiloha 4] s usekem kédujicim protein 14-3-3 no W zaklonovanym v polyklonovacim
misté mezi misty pro restrikéni enzymy Nde | a BamH |. Postup exprese proteinu 14-
3-3¢ no W byl shodny s postupem pfi expresi FoxO41.213 fin W (viz kapitola 4.2.1).
Také pfiprava bakteridlniho lyzatu byla provadéna stejnym zplsobem jako pfi
purifikaci FoxO411.213 fin W (viz kapitola 4.2.2.1).

Bpu1102 1(267)

EcoR 1(5706) BamH §319)
Aat 1l{5635) Cla l4) oo a2

Ssp 1(5517) Hind lil(2 o I(SB;) )

Xba 1(428)

Bal ll{404)

SgrA 1(535)

Sph 1{691)

EcoN 1(751)

Sca 1(5193)
Pvu 1(5083)

Pst 1(4958)

oy
oy
“ pET-15b
N (S708bp)
oy
oy
R S Mlu 1(1216)
e o Bl 1(1230)
o
~ - >
PET-15b sequence landrarks ~ - %} BstE H{1397)
HiseTag coding sequence  362-380 S - A
Apa (1427
Multiple cloning sites S - § Pat )
(Ndel - BamH 1) 319-335 Dl
~ . f fBssH 1627
.
oy

Obr. 4.5 Umisténi polyklonovacich mist Nde I, BamH | a sekvence His-Tag ve
vektoru pET-15b. Cést mapy vektoru pET-15b. Tuéné jsou zvyraznéna pro nés podstatnd

polyklonovaci mista NDE | a BamH |. V levé doini ¢asti obrazku jsou popsany pozice, ve kterych se
tato mista nachézeji. Déle je tam uvedena pozice sekvence His-Tag. Celd mapa tohoto vektoru je
v pfiloze 4.
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4.3.2 Purifikace proteinu 14-3-3C no W

4.3.2.1 Niklova chelataéni chromatografie

Histidin tvofi stabilni komplex s nikelnatym kationtem, a proto fuzni proteiny
obsahujici na C-konci fetézec Sesti histidinli jsou schopny se s vysokou afinitou
specificky vazat na niklovou sepharozovou matrici. Nenavazané proteiny,
nespecificky navazané proteiny obsahujici histidinové zbytky a nasledné specificky
navazané proteiny obsahujici His-Tag jsou eluovany koncentraénim gradientem
roztoku imidazolu vytvofenym smésovanim pufru E a pufru F (sloZeni viz dale).

Roztoky:
Roztok NiSO,: Regeneraéni roztok:

0,1 mol.dm™ NiSO, 1.10" mol.dm-3 EDTA

0,5 mol.dm-3 NacCl
Hnaci pufr (E): Eluéni pufr (F):
1x PBS slozeni pufru E + 0,6 mol.dm™ imidazol

0,5M NaCl

2mM B -ME

1 mM imidazol

Pro purifikaci niklovou afinitni chromatografii byla pouzita kolona pro HPLC
naplnéna 5 ml chelataéni sepharozou fast flow (Amersha Bioscience, Svédsko).
Kolona byla pfipojena k pfistroji ,AKTAprime™*" (Amersham Biosciences, Svédsko)
pro vysokougéinnou kapalinovou a data byla analyzovana pomoci programu ,Unicorn
4.11" dodaného spolu s pristrojem. Protein byl eluovan koncentranim gradientem
roztoku imidazolu.

Metoda:

Teplota......................... 4°C

Priitokova rychlost............ 1 ml.min”*

Koncentraéni gradient....... 0 -100% (Gradient imidazolu byl tvofen automatizovanym
smésovanim pufri E a F, pficemz 0% odpovida slozeni
pufru E a naopak 100% odpovida slozeni pufru F)

Maximalni tlak v koloné........ 0,9 Mpa

- Frakce byly sbirany po 0,5 mi do 1,5 ml plastovych zkumavek.
- Absorbance eluovaného vzorku byla méfena pfi 280 nm, coZz odpovida
absorb&énimu maximu protein(.
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Postup:

Kolona pro niklovou afinitni chromatografii byla nejprve regenerovana 30 ml

regeneraéniho roztoku a 20 ml vody. Nasledovalo promyti kolony 50 ml 0,1 M
roztoku NiSO, (navazani Ni** na sepharozu) a opét proplachnuti 10 ml vody. Poté
byla kolona pfipojena k pfistroji pro HPLC a systém ekvilibrovan pufrem E pfi pritoku
1 ml.min™'. Poté byl na kolonu nanasen roztok proteinu po 2 mi za stejné rychlosti
prutoku pufru E. Nasledovala eluce koncentraénim gradientem imidazolu vytvorenym
sméSovanim pufru E a pufru F pii pritoku 1 ml.min™. Tim byly z roztoku odstranény
nenavazané proteiny,dale pfi silnéjsi koncentraci imidazolu, nespecificky navazané
proteiny a pfi jesté vys$i koncentraci imidazolu specificky navazany protein 14-3-3C
no W. Kdyz elu€ni krivka jasné ukazovala, Ze do$lo k eluci celého mnozZstvi proteinu
14-3-3 no W byl proces manualné ukoncen.
Cistota proteinovych frakci ziskanych pfi niklové afinitni chromatografii byla
analyzovana metodou SDS-PAGE (viz kapitola 4.2.2.8). Frakce obsahujici mutantni
protein byly slouéeny a 12 hodin dialyzovany proti roztoku His-buffer Il (postup viz
kapitola 4.2.2.4).

Dialyzacni roztok:
His-buffer Il:
2,0.102 mol.dm™ Tris HCIpH 7,5
1,0.10° mol.dm™ EDTA
1,0.10° mol.dm™® DTT
10% glycerol

4.3.2.2 Thrombinové Stépeni

Enzym thrombin se pouziva ke specifickému odstépeni histidinoveé afinitni
kotvy. Pro spravné ur€eni mnozstvi pouzitetho thrombinu bylo opét nutné zjistit
stavajici koncentraci roztoku proteinu s pouzitim ,ProtParamTool” volné pfistupného
na www.expasy.org pro zjisténi absorbéniho koeficientu proteinu 14-3-3 no W
(+ HisTag) a zméfit absorbanci na pristroji Spectrofotometr Cecil CE 8020 s pouzitim
kfemenné kyvety s optickou drahou 1 cm.

V nasem pfipadé byl pouzit thrombin o koncentarci 1 U.ul"'a specifické aktivité
5 U.mg" (Sigma-Aldrich, USA).

Po stanoveni mnozstvi thrombinu byl enzym pfidan k roztoku proteinu a smés
byla inkubovana 12 hodin pfi 4°C.
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4.3.2.3 Aniontové vyménna chromatografie

Aniontové vyménna chromatografie je metoda, ktera se obecné pouziva
k separaci €astic nesoucich zaporny naboj. Protein 14-3-3¢ no W ma v roztoku o pH
8 (pH pfi kterém byla tato chromatografie provadéna) zaporny naboj (teoreticky pl14-
3-3 no W = 4,7). Podstatou separace je elektrostaticka interakce zaporné nabitych
¢astic s kladné nabitou sepharozovou matrici, kterou je napinéna chromatograficka
kolona. Nasledna eluce je provadéna pufrem se vzrlstajicim gradientem iontové sily.

Roztoky:
Hnaci pPufr (E) (pH 8): Eluéni pufr (F) (pH 8):
5,0.10% mol.dm™ Tris-HCI pH 8 slozeni pufru E + 1 mol.dm™ NaCl

1.10° mol.dm™ EDTA
2.10° mol.dm™ DTT
10% glycerol

Pro purifikaci proteinu 14-3-3 no W Dbyla pouzita kolona tricon 5/50
(Amersham Biosciences, Svédsko) napinéna Q-sepharozou pro aniontovou vyménu
(Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona byla pfipojena k pfistroji ,AKTAprime ™"
(Amersham Biosciences, Svédsko) pro vysokouginnou kapalinovou chromatografii
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography) a data byla analyzovana
pomoci programu ,Unicorn 4.11“ dodanym spolu s pristrojem.

Metoda:

Teplota.......................... 4° C

Pratokova rychlost........... 1 ml.min™

Koncentraéni gradient...... 0 -100% (Linearni gradient NaCl byl tvofen
automatizovanym smésovanim pufrQ E a F, pficemz 0%
odpovida slozeni pufru E a naopak 100% odpovida
slozeni pufru F)

Maximalni tlak v koloné........ 0,9 Mpa

- Frakce byly jimany po 0,5 ml do 1,5 ml plastovych mini zkumavek.
- Absorbance eluovaného vzorku byla méfena pfi 280 nm, coz
odpovida absorb&nimu maximu proteinu.
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Postup:

Nejprve byla kolona promyvana 10 minut pufrem E pfi priitokové rychlosti
2 ml.min™". Nasledovala ekvilibrace kolony pufrem E pii priitokové rychlosti 1 ml.min™
az do ustaleni vodivosti eluovaného roztoku. V dalSim kroku byl nanasen vzorek na
kolonu po 2 ml roztoku proteinu. V jednom cyklu bylo nanaseno maximainé 10 ml
roztoku proteinu. Po naneseni vzorku na kolonu nasledovala eluce koncentraénim
gradientem NaCl (viz metoda). V momenté, kdy eluéni kfivka jasné ukazovala, Ze jiz
doslo k vylou€eni proteinu z kolony byla eluce manualné ukonéena.

Cistota proteinovych frakci ziskanych po vyménné aniontové chromatografii,
byla analyzovana metodou SDS-PAGE (viz kapitola 4.2.2.8). Vybrané frakce byly
slou€eny a 12 hodin dialyzovany proti roztoku His-buffer Il (slozeni viz kapitola
4.3.2.1, postup viz kapitola 4.2.2.4) .
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4.4 Ovéreni vazebnych vlastnosti pfipravenych proteinti

441 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) je metoda, ktera se pouziva pfi
studiu interakci mezi DNA a kladné nabitym proteinem. Princip metody spociva
vtom, ze komplex DNA:protein se pohybuje polyakrylamidovym gelem v
nedenaturujici prostfedi pomaleji nez volnda DNA. V nedenaturujicim prostfedi ma
DNA zaporny naboj a tudiz putuje k anodé. V komplexu DNA:protein pievazuje téz
zaporny naboj, také putuje k anodé, ovéem vzhledem ke své velikosti mensi rychlosti
nez samotna DNA. Samotny kladné nabity protein se pohybuje ke katodé.

DNA

| >
DNA:Fox0O4

| 2

éF ox04|

01010]0101010]010]0)
POOOOOODDD

Obr. 4.6 Schématické znazornéni principu EMSA v usporadani DNA; FoxO4;
DNA:FoxO4. Princip EMSA, kde dochazi k posunu elektromigraéni pozice komplexu protein:DNA

oproti elektromigracni pozici volné DNA.

Pro EMSA byl pouzit 12% polyakrylamidovy TBE gel. Elektroforéza byla
provedena za nedenaturujicich podminek v prostiedi TBE pufru. EMSA byla
provadéna ve vertikalni orientaci po dobu 20 — 30 minut pfi napéti 200 V a teploté
4°C.

Roztoky:
20x koncentrovany TBE pufr: Pufr pro pfipravu vzorku:
121 g Tris 0,6 ml 1 mol.dm™ Tris-HCI (pH 6,8)
61,7 g kyselina borita 50ml 50% glycerol
7.44g EDTA 1,0 ml 1% bromfenolova modrf
. : 0,9ml voda
- doplnéno vodou do 1 litru
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TBE gel pro EMSA 30% Akrylamid:

4 ml 30% Akrylamid 29,2%  Akrylamid
0,5 ml 20x koncentrovany TBE pufr 0,8% Bis-akylamid
75 ul 10% Persulfat amonny
8 ul TEMED
5,45 ml voda

4.4.2 Ovéreni DNA vazebnych vlastnosti FoxO444.213 fin W

K ovéreni DNA vazebnych viastnosti proteinu FoxO441.213 fin W bylo pouzito
metody EMSA, tak jak bylo popsano vyse (kapitola 4.4.1) Pro tyto vazebné studie byl
pouzit fragment DNA o déilce 11 bp jehoz sekvence odpovida sekvenci lidské DNA,
na kterou se FoxO4 proteiny obvykle specificky vazi in vivo.

IRX1 5’-cgt tgt tta cg-3°
IRX2 5’-cgt aaa caa cg —3'

Tab.4.6 Sekvence fragmentu DNA pouzitého pfi vazebnych studiich.

Nejprve bylo nutné pfipravit funkéni dvouretézcovou DNA (dsDNA) o
koncentraci 50 pm.ul". K tomu bylo pouzito 50 ul dDNA IRX1 o koncentraci 100
pmol. pI", dDNA IRX2 o koncentraci 100 pmol. plI' a 0,5 ul roztoku NaCl o
koncentraci 5 mol. dm™. Timto vzniklo 100 ul ds DNA IRX o celkové koncentraci 50
pmol. ul'. Vytvofena smés byla nejprve vystavena na 20 vtefin teploté 100°C ve
vrouci vodé, poté ponechana vychladnout na teplotu 20°C a nakonec uloZzena pfi
0°C.

Dale byly pfipraveny vzorky obsahujici dsDNA a FoxO444.213 fin W v riznych
molarnich pomérech. Kazdy vzorek navic obsahoval 7,5 ul pufru pro pfipravu vzorku.
Do sedmé vzorkovaci jamky na TBE gelu byla umisténa smés obsahujici dsDNA a
protain v molarnim poméru 1:1. Pro spravné ureni potfebnych mnozstvi roztoku
proteinu musela byt nejprve stanovena jeho stavajici koncentrace. Toto stanoveni
bylo provedeno s pouzitim ,ProtParamTool“ volné pfistupného na www.expasy.org a
HP8542 (Agilent Technologies, USA) kde byla zjisténa zakladni data pro vypocet
koncentrace na zakladé Lambertova-Bearova zakona. Absorbance byla méiena s
pouzitim kiemenné kyvety s optickou drahou 1 cm.
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vzorek molarni pomér 5 1:.0,5
c. Fox0441.213 fin W: dsDNA IRX 6 1:0,7
1 pouze dsDNA 7 1:1
2 pouze protein 8 1:1,1
3 1:0,1 9 1:1,4
4 1:0,25 10 1:1,7

Tab. 4.7 Molarni poméry Fox0444.213 fin W a dsDNA IRX ve vzorcich pro EMSA

Priprava vzorku:
Nejprve byla vytvofena smés dsDNA a proteinu. Tato smés byla inkubovana 5
minut pfi 0°C. Nasledné byl pfidan pufr pro pfipravu vzorku.

Po skoncéeni elektroforézy byly vysledky vizualizovany metodou zvanou
barveni stfibrem, jejiz podstatou je interakce koloidnich &astic stfibra s dvou-
Sroubovici DNA.

Vizualizace DNA v TBE gelu ( barveni stfibrem):

Gel byl nejprve na 15 minut ponofen do 75 ml 1% roztoku HNO;. Poté by!
ponofen na 15 minut do smési 75 ml vody s 0,5 ml 30% roztoku AgNO;. Pfed
inkubaci v dal$im roztoku byl gel 3x oplachnut 75 ml vody. Nasledné byl inkubovan
15 minut ve smési 75 ml 0,3 M roztoku Na,COs3, 6,6 pul 0,14 M roztoku Na,S,0s a
37,5 pl formaldehydu. Casti gelu, kde byla seskupena DNA nebo komplex
DNA:protein se zbarvily dohnéda. Po dosazeni dostate¢né intenzity zbarveni, byl gel
ponofen do roztoku 10% kyseliny octové inhibujici probihajici reakci.

4.4.3 Ovéreni vazebnych viastnosti 14-3-3 no W

Protein 14-3-3C no W sice neni DNA vazebny protein nicméné jeho funkéni
vlastnosti Ize ovéfit nepfimo metodou EMSA v usporadani 14-3-3¢ no W; FoxO411.213
fin W; dpFoxO411.213 fin W (dvojité fosforylovany FoxO441.213 fin W) a DNA. Jak bylo
zmineéno v uvodu, protein 14-3-3¢ no W se vaze na dpFoxO441.¢3 fin W &imz zcela
inhibuje jeho vazbu na DNA. Tato inhibice se projevi pifi EMSA na gelu nepfitomnosti
koplexu DNA:FoxO4. Aby byla vylouena jina vysvétleni nepfitomnosti tohoto
komplexu byly na gelu analyzovany jesté dal§i kombinace téchto &ty sloZek.
Priprava vzorkd a vizualizace vysledki byla provedena stejnym zplsobem jako pfi
prfedchozi EMSA.
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Obr.4.7 Vazebné interakce DNA, FoxO4, dpFoxO4 a 14-3-3, jak byly simulovany

pri EMSA. V jednotlivych drah4dch TBE gelu byly simulovény tyto rozdilné situace. Produkty
Jednotlivych simulaci Ize od sebe na gelu odlisit a tak dospét k ovéreni vazebnych viastnosti.

slozka vzorkovaci jamka €.
FoxO411.213 fin W (250pmol) - + |+ | + | - - -
dpFoxO441.213 fin W (250 pmol) | - - - -+ |+ ]+
ds DNA IRX (300pmol) | + | - | + | + | - | + | +
14-3-3( no W 500pmol) | - | - | - | *+ | - | - | *
pufr pro pfipravu vzorkd (7,5 ul) + + + + + + +
Tab. 4.8 Slozeni vzorkiproEMSA | 1 | 2 | 3 | 4 | 56 | 6 | 7

Pufr pro pripravu vzorku:

1x koncentrovany TBE pufr
1 mg.ml” bromfenolova modf
30% glycerol
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5 Vysledky

5.1 Mutageneze

Hlavnim smyslem této prace bylo pfipravit sadu proteini pro studium
konformacnich zmén DNA vazebné domény proteinu FoxO4 pfi interakci s DNA
respektive se 14-3-3 proteinem. Pro tyto studie se bézné& pouzivda metod
fluorescencni spektroskopie, jakou je napfiklad tryptofanova fluorescence. Tato
data dala snadno a pfesné analyzovat. Ke snizeni poctu tryptofanovych zbytk(
v useku proteinu FoxO4 bylo pouzito cilené bodové mutageneze. Puvodné mél byt
pro tyto Gcely pouzit usek 11-260, nebo 11-501. Expresni test téchto Usekl ovSem
ukazal, Ze jejich exprese vede k velmi nizkému expresnimu vytéZzku, z ddvodl
vysoké citlivosti k proteolytické degradaci. Nakonec byl tedy navrZzen usek proteinu
11-213 obsahuijici tryptofanova rezidua na pozicich 29, 97, 126, 173 a 174. Mutant
pozadovany pro tryptofanova fluorescenéni méfeni mél obsahovat tryptofanova
rezidua pouza na pozicich 173 a 174. Ostatni tryptofanové zbytky mély byt
zmutovany na fenylalaninové. K tomu bylo pouzito opakované cilené mutageneze.

Prvnim krokem cilené mutageneze byla mutagenezni PCR (viz kapitola
4.1.1) a Stépeni plvodni templatové DNA enzymem Dpn |. Nasledovalo ovéfeni
amplifikace DNA agarézovou elektroforézou (viz kapitola 4.1.2). Takto pfipravena
DNA byla transformovana do buney kmene E. coli JM109 (viz kapitola 4.1.3), ze
kterych byla po dostateéném napéstovani kultury plazmidova DNA izolovana (viz
kapitola 4.1.4) a osekvenovana (viz kapitola 4.1.4). Po tfeti uspésSné mutaci byl
navic ziskanou DNA transformovan expresni kmen E.coli BL21(DE3) (viz kapitola
4.1.5) a pripraven glycerolovy roztok (viz kapitola 4.1.6) této bakterialni kultury.

ProtoZze jednotlivé mutace byly provadény postupné, uvadim v této cCasti
vysledky pouze treti zavéreCné mutageneze. Vysledny sekvenalni chromatogram
souhrnné obsahuje vysledky vSech tfi mutaci.
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5.1.1 Mutagenezni PCR

Metoda PCR slouzi k amplifikaci DNA v pfipraveném roztoku. Jejim vysledkem
je tedy roztok s relativné vysokou koncentraci nukleové kyseliny. Pro ovéreni
spravného priibéhu této reakce byla pouzita agarézova elektroforéza DNA. Vysledky
tohoto ovéreni a tedy pribéhu PCR jsou uvedeny v nasledujici kapitole.

5.1.2 Agardézova elektroforéza DNA po PCR a stépeni
restrikénim enzymem Dpn |

Tato metoda slouzi obecné k separaci rizné dlouhych segmentii DNA a lIze ji
vyuzit k ovéreni vysledkd PCR.

bp
6 108
5 090

Obr. 5.1 Vizualizovany gel z agarézové elektroforézy DNA po PCR Cisly 1., 2. a 3.
Jjsou oznaceny vzorkovaci drahy jimiz prochazel naneseny material. 1. draha obsahovala standard
molekulovych hmotnosti a na gelu je vizualizovana smés fragmentd DNA o znamém poctu pari bazi
(bp) (viz priloha 3). 2. draha obsahovala vzorek amplifikované DNA po PCR (vzorek A). Prvni
vizualizovany fragment je o délce cca 5500 bp, coz odpovida velikosti plazmidu pGEX-4T-1 se
zabudovanym usekem DNA pro Fox04,,.543 (viz pfiloha 2). Druhy a tfeti vizualizovany fragment jsou
nespecifické a odpovidaji fragmentiim methylované DNA rozstépené enzymem Dpn |. 3. dréha
obsahovala vzorek amplifikované DNA po PCR (vzorek B). Popis vizualizovanych fragment( odpovida
draze 2.
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Elektromigraéni pozice prvniho vizualizovaného fragmentu odpovida pozici
vektoru pGEX-4T-1 a intenzita vizualizace odpovida dostate¢né mife amplifikaci
metodou PCR. Agarozova elektroforéza DNA po PCR a S$tépeni restrikCnim
enzymem Dpn | tedy prokazala, ze amplifikace DNA pomoci PCR byla uspésna
v obou vzorcich.

5.1.3 Transformace kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3)

Transformace bunék E. coli plazmidem v podstaté znamena obohaceni jejich
genetické informace. Vektor pGEX-4T-1 obsahuje gen pro rezistenci na antibiotikum
ampicilin. Proto bunky, které byly uspé&sné transformovany timto vektorem ziskavaji
neomezenou schopnost ristu na Zivhém mediu obsahujicim toto antibiotikum.
Prokazatelnym vysledkem této transformace byla Petriho miska s asi 150 narostlymi
koloniemi.

5.1.4 |zolace plazmidové DNA

Z vySe zminéné Petriho misky byly nahodné& vybrany 4 izolované kolonie
bakterialni kultury (oznaceny A, B, C a D). Tyto kolonie byly pfeneseny do kapalného
LB média a oddélené inkubovany. Z vypéstovanych kultur (A, B, C, D) byly nasledné
izolovany 4 vzorky plazmidové DNA (A, B, C, D). Timto zplsobem byly ziskany 4
vzorky plazmidové DNA s objemem 20 pl.

5.1.5 Sekvenace mutantni DNA proteinu FoxO444.213 fin W

Sekvenace izolované plazmidové DNA byla provedena komerénim servisem
MBU AV CR. Takto ziskany sekvenaéni zaznam byl porovnan se sekvenadnim
zaznamem predchozi mutageneze respektive plvodnim sekvenaénim zaznamem
DNA kédujicim nemutovany protein FoxO444.213 (pfiloha 1).
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Obr. 5.2 Cast sekvenaéniho zaznamu mutantni DNA koduucl protein Fox0444.213
fin W se zvyraznénymi mutacemi. Tato ¢ast zéznamu se zaméruje na oblast, ve které byly

provedeny cilené bodové mutace. Zapis napfiklad Wy,F, znaci fenylalanin, ktery nahradil tryptofan na
pozici 97. Cisla nad znadkami bazi znadi jejich pozici ve vektoru pGEX-4T-1.

Srovnani uplného sekvenadni zaznamu DNA FoxO411.213 (viz pfiloha 1) se
sekvenacénim zaznamem po tieti mutagenezi (viz pfiloha 5) ukazuje, Zze vSechny
mutageneze probéhly tak jak mély a DNA nebyla poskozena jinymi nahodnymi
nezadoucimi mutacemi. Lze tedy konstatovat, Zze koneCnym vysledkem cilené
bodové mutageneze se stal vzorek plazmidové DNA kodujici protein FoxO444.213
fin W (obsahuje pouze dva tryptofanové zbytky v DNA-vazebné doméné Trp-173 a
Trp-174).
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5.2 Exprese a purifikace FoxO4412;fin W

Cilem exprese a purifikace FoxO441.213 fin W bylo pfipravit dostateéné
mnozstvi &istého proteinu. Vzhledem k tomu, Ze expresni vytézek FoxO4 neni pfilis
vysoky a protein je znacné citlivy k proteolytické degradaci, byl protein exprimovan v
Sesti litrech bakterialni kultury. Po expresi proteinu (viz kapitola 4.2.1) nasledovalo
nékolik purifikaénich krokl: sonikace (viz kapitola 4.2.2.1), GST afinitni
chromatografie (viz kapitola 4.2.2.2), kationtové vyménna chromatografie (viz
kapitola 4.2.2.5) a gelova filtrace (viz kapitola 4.2.2.7), které byly doprovazeny
upravami roztoku proteinu jako je dialyza (viz kapitola 4.2.2.4) a zkoncentrovani
roztoku (viz kapitola 4.2.2.6). Flzni partner (GST) byl odstépen pomoci TEV
protedzy (viz kapitola 4.2.2.3). V rGznych fazich purifikace byly navic odebirany
vzorky na SDS - PAGE (viz kapitola 4.2.2.8) pro ovéfeni prubéhu a dokumentaci
procesu.

5.2.1 Exprese FoxO444.213fin W

Expresi rozumime proces, kdy buriky bakterialni kultury produkuji nami
pozadovany protein. Protein zUstava uvniti buriky a proto nas z celkového objemu
bakterialni kultury zajimaji pouze samotné bunky. Masa bunék bakterialni kultury je
od LB media oddélena centrifugaci. Vysledkem této &asti ziskavani proteinu je tedy
pelet bakterialni kultury jejiz buniky obsahuji exprimovany protein.

5.2.2 Sonikace

Po expresi proteinu nasleduji dva kroky, které vedou k rozbiti bunééné stény
bakterii, €¢imz se veSkery jejich obsah pfevede do roztoku. VyznamnéjSim z téchto
krokQi je rozbijeni bunécéné stény ultrazvukem — sonikace. Pro sniZeni intenzity
potiebné pro rozbiti bunééné stény pfedchazi sonikaci jesté inkubace v lyzovacim
pufru, ktery obsahuje enzym lysozym. Tento enzym naruSuje bunéénou sténu
bakterii. Vysledkem sonikace byl roztok, ktery mezi veSkerymi bunéCnymi
kompartmenty a celou fadou proteini obsahoval téZz protein FoxO441213 fin W
s navazanou GST afinitni kotvou.
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5.2.3 GST afinitni chromatografie

Béhem této metody je teoreticky mozné separovat protein s navazanou GST
afinitni kotvou od veSkerych dalSich nedistot. VyuZiva se pfi tom specialné
pfipravené GLU-sepharosy, na kterou se specificky vazi fazni proteiny
obsahujici GST. VeSkeré dal8i komponenty roztoku, které se na matrici nedokazi
zachytit, jsou vymyty vhodnym pufrem. Zachycené proteiny jsou z této matrice
eluovany koncentrovanym roztokem glutathionu, ktery ma ke GST vétsi afinitu nez
glutathion navazany na matrici kolony. Vysledkem tohoto purifikacniho kroku byly
proteinové frakce, jejichz Cistota byla analyzovana metodou SDS — PAGE (obr. 5.3).

Princip SDS — PAGE je podrobné popsan v kapitole 4.2.2.8. Na tomto misté
bych se jen zminil, Ze vizualizovany gel slouzil k analyze sloZeni proteinovych
frakcich a k uréeni, které z frakci budou pouzity pro dalsi purifikaéni kroky.

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:
1. standard molekulovych hmotnosti Mix 4 —» M4

2-3. vzorek proteinove frakce pfed GST afinitni chromatografii - VZ 1, VZ2
4. —10. vzorek z elu¢ni frakce 1 -7 > F1 - F7

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 4 bylo nanaseno 15 pl. VZ 1 a VZ 2
tvorily 2 ul proteinové frakce, 8 pl vody a 5 pl pufru pro pfipravu vzorku. Vzorky frakci
byly tvofeny 15 pul frakce a 5 pl pufru pro pfipravu vzorku.

L P& e ;e

Mr
97 000

67 000

45 000 ¢

29 000 §

Obr. 5.3 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici prubéh a vysledek

GST-afinitni chromatografie obarveny pomoci coomassie blue. Ztohoto gelu je
patrné, Z2e ze vzorku bylo GST-afinitni chromatografii odstranéno velké mnoZstvi necistot, cozZ je
patrné zejména z porovnani vzork(i VZ1 a 2 se vzorkem F1. Déle je patrné, Ze nejvice purifikovaného
proteinu se eluovalo do druhé a treti frakce.
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Vysledky SDS — PAGE ukazaly, Zze béhem GST-afinitni chromatografie se
protein FoxO444.,¢3 fin W eluoval zejména ve 2. a 3. frakci. Dale je z gelu patrné, ze
touto purifikaéni metodou doslo k odstranéni velkého mnozstvi necistot. Presto
vzorek stale obsahoval fadu necistot a degradacénich produkti. (Relativni molekulova
hmotnost FoxO411.213 fin W s navazanou glutathion-S-transferazou je 47 645). Pro
dalsi postup byly pouzity frakce 2 a 3.

5.2.4 Specifické stépeni TEV proteazou

Diky GST navazané na proteinu FoxO441213 fin W bylo mozné protein
separovat od velkého mnozstvi necistot. V dalSi postupu vsak jiz GST neni Zadouci a
proto je ji nutné odstépit. To se provadi enzymem TEV proteazou, ktera specificky
Stépi misto mezi GST a FoxO4. Pribéh a vysledek tohoto $tépeni reprezentuje gel
z SDS - PAGE (obr. 5.4).

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:
1. standard molekulovych hmotnosti Mix 4 —» M4
2. vzorek pfed $tépenim TEV protedzou —» VZ 1
3. vzorek po 40 minutach stépeni TEV proteazou —» VZ 2
4. vzorek po 80 minutach Stépeni TEV proteazou — VZ 3

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 4 bylo nanaseno 15 pl. VZ 1, VZ 2 a
VZ 3 tvofilo 15 pl proteinové frakce a 5 ul pufru pro pfipravu vzorku.

Mr
97 000

67 600

45 000

29000

Obr. 5.4 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici pribéh a vysledek

specifického stépeni TEV proteazou obarveny pomoci coomassie blue. Z tohoto
gelu je patrné, Ze ke kvantitativnimu od$tépeni GST doSlo jiz pfed odebranim prvni vzorku, tedy
béhem prvnich 40 minut inkubace vzorku s TEV protedzou. Dale je patrné, Ze rozstépenim proteinu
s GST doslo ke sniZeni relativni molekulové hmotnosti zhruba na polovinu.
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Na gelu Ize pozorovat, Zze protein FoxO444.,13 fin W s navazanou glutathion-S-
transferazou byl rozstépen TEV proteazou na 2 fragmenty o velmi podobné velikosti.
Na zakladé znalosti relativnich molekulovych hmotnosti FoxO4441.213 fin W (22 164) a
GST (25 481) Ize fici, Zze komplex byl rozstépen spravné. Z porovnani vzorku 2 a 3
lze soudit, Ze ke kvantitativnimu rozstépeni doslo jiz v prGbéhu prvnich 40 minut
Stépeni.

5.2.5 Kationtové vyménna chromatografie

Tato metoda vyuziva zavislosti naboje proteinu na hodnoté pH prostredi. Pfi
kationtové vyménné chromatografii proteintl je pH hnaciho pufru nastaveno nizs§i nez
je pl purifikovaného proteinu. Teoreticky by se touto metodou mél vzorek FoxO4
proteinu odistit od v§ech proteind, které maji pl niz§i nebo rovno pH hnaciho pufru
(tyto proteiny maji vtomto prostiedi zaporny naboj a na matrici se nezachyti).
Zachycené proteiny jsou poté eluovany z matrice pufrem se zvysujici se iontovou
silou.

Znazornénim vysledkl kationtové vyménné chromatografie je chromatogram
znazorfiyjici pribéh eluce proteinovych frakci (obr. 5.5) a gel z nasledné SDS -
PAGE (obr. 5.6).
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Obr. 5.5 Chromatogram kationtové vyménné chromatografie. Podle modré krivky,
ktera znézorriuje zavislost absorbance na koncentraci proteinu ve vzorku je patrné, Ze nejvetsi
mnoZstvi proteinu se eluovalo do frakci A3 a B7.
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Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:
1. standard molekulovych hmotnosti Mix 5 —» M5
2. - 9. vybrané proteinové frakce —» A4, A5, A6, A8, A9, A10, B1 a B4
10. vzorek proteinové frakce pfed kationtové vyménnou chromatografii - VZ 1

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 5 bylo nanaseno 15 pl. Vzorky
proteinovych frakci a vzorek VZ 1 byly tvofeny 10 pl frakce a 5 pl pufru pro pfipravu
vzorkU.

e

Obr. 5.6 12% akrylamidovy gel SDS - PAGE zobrazujici prubéh a vysledek

kationtové vyménné chromatografie obarveny pomoci Coomassie blue. Na tomto
gelu je patrné, Ze proteinové frakce jsou jiZ relativné cisté. Obsahuji miniméalni mnozstvi necistot. V
nékterych frakcich (A4 az A8) je ovéem moZné pozorovat degradacni produkty FoxO444.43 fin W,
které se maji niz§i molekulovou hmotnost a na gelu proto doputovaly déle.

Z chromatogramu je patrné, Zze na matrici byly zachyceny i jiné proteiny nez
FoxO411.213 fin W. Tyto proteiny se ovSem z matrice eluovaly pfi v intervalu gradientu
iontové sily eluéniho pufru, kterou na obrazku znazorfiuje hnéda kfivka, ¢imz se
dostaly do odli§nych frakci nez protein FoxO411.213 fin W. Ten se eluoval v pomérné
uzkém intervalu gradientu iontové sily elu¢niho pufru a byl zachycen zejména do
frakci A4 az B5.

Z gelu SDS - PAGE je patrné, ze frakce A4 az A8 obsahuji protein FoxO4;.
213 fin W, ktery ov8em béhem kationtové vyménné chromatografie &asteéné
degradoval (snizila se jeho molekulova hmotnost). DalSi frakce obsahuji zatim
neporuseny protein FoxO441213 fin W. Ztoho frakce A9 aZz B4 v relativné
dostate¢ném mnozstvi a stupném Cistoty.
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5.2.6 Gelova filtrace

Gelova filtrace je chromatografie, ktera rozdéluje proteiny na uplné jiném
fyzikalné-chemickém principu nez kationtové vyménna chromatografie. Z toho
vyplyva, Ze touto metodou je mozné proteiny separovat na zakladé odlisSnych kritérii,
coz by mélo vést k dalSimu zvyseni Cistoty vzorku FoxO4 proteinu. Timto kritériem je
molekulovd hmotnost. Znazornénim vysledkli gelové chromatografie je opét
chromatogram znazorfiujici pribéh eluce proteinovych frakci (obr. 5.7 a 5.8) a gel
z nasledné SDS — PAGE (obr. 5.9).

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:

1. standard molekulovych hmotnosti Mix 5 - M5
2. — 10. vybrané proteinové frakce —» A10 az B6

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 5 bylo nanaseno 15 pl. Vzorky
proteinovych frakci byly tvofeny 10 ul frakce a 5 pl pufru pro pfipravu vzorku.

M
29 000 —

21 000

12 500 —=
6 500

Obr. 5.9 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici prabéh a vysledek

gelové filtrace obarveny pomoci coomassie blue.Tento gel predstavuje vizualizaci
Cistoty a sloZeni vysledného roztoku proteinu Fox044,.543 fin W. Je ziejmé, Ze ve vSech nanesenych
vzorcich se nachézi jiz dostatecné Cisty protein.

Vysledky SDS — PAGE 4 ukazaly, Zze protein FoxO411.213 fin W ve frakcich A10
az B1 je jiz relativné Cisty (i kdyz obsahuje malé mnozstvi degradaéniho produktu).
Z gelu Ize zaroven soudit, Ze se podafilo vypurifikovat dostateéné mnozstvi pro dal$i
pokusy s timto proteinem.

Celkovym vysiedkem exprese a purifikace proteinu FoxO4442¢3 fin W bylo
8,4 ml roztoku proteinu o koncentraci 14,5.10° mol.dm™ respektive 2,69 mg proteinu
(koncentrace byla stanovena spektrofotometricky - viz kapitola 4.2.2.3).
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Obr. 5.7 Chromatogram gelové filtrace — béh 1. Obr. 5.8 Chromatogram gelové filtrace — béh 2.

Z téchto chromatogramdu je patrné, Ze protein se eluoval do frakci A9 az B7. Frakce A5 az A8 zachytily patrné necistoty, které se eluovaly drivenez protein FoxO441.543 fin W.
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5.3 Exprese a purifikace proteinu 14-3-3( no W

Cilem exprese a purifikace 14-3-3C no W bylo pfipravit dostateéné mnozstvi
Gistého proteinu. Protein 14-3-3 no W neni tak citlivy k proteolytické degradaci jako
protein FoxO441.213 fin W, nicméné jsem expresi provadél rovnéz ze Sesti litrG
bakterialni kultury a vytéZzek navic poskytl dalS§im experimentatorim. Po expresi
proteinu (viz kapitola 4.3.1) nasledovalo nékolik purifikacnich krokl: sonikace (viz
kapitola 4.2.2.1), niklova chelatani chromatografie (viz kapitola 4.3.2.1) a aniontové
vyménna chromatografie (viz kapitola 4.3.2.3), které byly doprovazeny upravami
roztoku proteinu jako je dialyza (viz kapitola 4.3.2.4) a také Upravou exprimovaného
proteinu restrikénim §tépenim thrombinem (viz kapitola 4.3.2.2). V rlznych fazich
purifikace byly navic odebirany vzorky na SDS — PAGE (viz kapitola 4.2.2.8) pro
ovéfeni pribéhu a dokumentaci procesu.

5.3.1 Exprese proteinu 14-3-3 no W

Viz kapitola 5.2.1.

5.3.2 Sonikace

Viz kapitola 5.2.2.

5.3.3 Niklova chelatacni chromatografie

Tato purifikacéni metoda separuje proteiny, které maji na C konci sekvenci
Sesti histidinG. Tyto proteiny specificky interaguji s nikelnatymi kationty navazanymi
na sepharosové matrici. Nenavazané nedistoty a nespecificky navazané proteiny
jsou vymyvany pufrem se zvysuijici se koncentraci imidazolu, ktery se na nikelnaté
ionty vaze silnéji nez proteiny se sekvenci His-tag. Vysledkem takovéto
chromatografie jsou frakce, které jsou dale analyzovany.

Vysledky analyzy niklové chelataéni chromatografie jsou ve formé
chromatogramu znazorniujiciho pribéh eluce proteinovych frakci (obr. 5.10) a gelu
z nasledné SDS - PAGE (obr. 5.11).
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Obr. 5.10 Chromatogram niklové chromatografie. Prvni pik tohoto grafu odpovida eluci
necistot. Teprve druhy pik predstavuje eluci purifikovaného proteinu 14-3-3no W' .

Za predpokladu, Ze nenavazané necistoty a nespecificky navazané proteiny
se pfi stoupajici koncentraci imidazolu v pufru (hnéda kfivka) eluuji jako prvni,
muzeme soudit, Ze protein 14-3-3 no W se eluoval do frakci A12 az B6. K ovéfeni
této skutecnosti a efektivity tohoto purifikaéniho kroku byla provedena SDS- PAGE.

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:
1. standard molekulovych hmotnosti Mix 4 —» M4
2. — 8. vybrané proteinové frakce —» A12aB1az6

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 4 bylo nanaseno 15 pl. Vzorky frakci
byly tvofeny 15 ul frakce a 5 pl pufru pro pfipravu vzorku.
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Obr. 5.11 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici prubéh a vysledek

niklové chelatacni chromatografie obarveny pomoci coomassie blue. Na gelu
vidime vizualizované vzorky frakci po niklové chelatacni chromatografii. Z této vizualizace je patrné,
Ze vzorky jsou jiz po tomto purifikacnim kroku relativné Cisté a dostatecné koncentrované.

Analyza vysledk( niklové chelataéni chromatografie metodou SDS-PAGE
ukazala, Ze tento purifikaéni krok byl pomérné G€inny a frakce A12 az B1 obsahuji
relativné Cisty protein v dostateéné koncentraci.

5.3.4 Thrombinové Stépeni

Piestoze sekvence His-tag je v porovnani s velikosti proteinu zanedbatelna i
v tomto pfipadeé je lepSi afinitni kotvu odstépit. Provadi se to proteazou thrombinem,
ktera specificky Stépi vazbu v misté napojeni sekvence His-tag. Znazornénim
pribéhu a vysledku tohoto stépeni je opét analyza vzorkii metodou SDS — PAGE.

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:

1. standard molekulovych hmotnosti Mix 4 —» M4
2. vzorek pfed Stépenim trombinem — VZ 1
3. vzorek po stépeni trombinem — VZ 2

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 4 bylo nanaseno 15 ul. VZ 1, VZ 2 a
VZ 3 tvofilo 15 pl proteinove frakce a 5 pl pufru pro pfipravu vzorku.
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Obr. 5.11 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici prubéh a vysledek

stépeni thrombinem obarveny pomoci coomassie blue. Vzorek VZ2 predstavujici
protein po od$tépeni His-Tag afinitni kotvy doputoval na gelu déle neZ vzorek odebrany pred timto
Stépenim. To odpovida snizeni molekulové hmotnosti proteinu a tedy odstépeni sekvence His-Tag.

Na gelu Ize pozorovat, Zze protein po S$tépeni thrombinem zmenSil jen
nepatrné svoji relativni molekulovou hmotnost. To ukazuje na skuteCnost, Ze
thrombinovym §tépenim byla od&tépena opravdu pouze histidinova afinitni kotva
tvofena retézcem Sesti histidint.

5.3.5 Aniontové vyménna chromatografie

Tato metoda vyuziva zavislosti naboje proteinu na hodnoté pH prostfedi. Pfi
aniontové vyménné chromatografii proteint je pH hnaciho pufru nastaveno vyssi nez
je pl purifikovaného proteinu. Teoreticky by se touto metodou mél roztok odistit od
vSech proteind, které maji pl vy$s$i nez je pH hnaciho pufru, protoze ty maji v tomto
prostiedi kladny naboj a na matrici se nezachyti. Zachycené proteiny jsou poté
eluovany z matrice pufrem se zvysujici se iontovou silou .

Znazornénim vysledkl aniontové vyménné chromatografie je chromatogram
znazornujici pribéh eluce proteinovych frakci (obr. 5.2) a gel z nasledné SDS -
PAGE (obr. 5.13).

-62 -



— PV EOCTZ005 A001:10 U PYBACT2005 A001:10 Cong —— ~FPY SOCTZ005 A001:10 Fractions
mall ]
. A "
[ / I\ g S
\ pd

|
00 A e

| g
450 ( //

200

100 4 ,--// / \

50 TThhe——
| ’_Y_ﬁ—/l | | | | | | ! I I T i

f ln"an |A9 F‘;lUl F—'al?.'lBl ]EiZ ‘83 IE’4 15” lE’-fj |B? [EJIBU lE:1IJlr.3.faste

00 j 50 ) 10.0 ’ 150 . 200 ' mi

Obr. 5.12 Chromatogram aniontové vyménné chromatografie. Z chromatogramu
aniontové vyménné chromatografie je patrné, Ze pred eluci gradientem iontové sily (hnéda krivka) jiz

v roztoku bylo miniméini mnoZstvi necistot. Dal$i necistoty se navic eluovaly dfive nez protein 14-3-3¢
no W do frakci A6 az A10. Nejvétsi mnoZstvi proteinu 14-3-3, no W byla eluovéana do frakci A10 az
B6.

Na gel byly nanaseny nasledujici vzorky:

1. standard molekulovych hmotnosti Mix 4 —» M4
2. - 10. vybrané proteinové frakce —» A10 az A12 a B1 a B6

Standardu molekulovych hmotnosti Mix 5 bylo nanaseno 15 pl. Vzorky

proteinovych frakci a vzorek VZ 1 byly tvofeny 10 ul frakce a 5 ul pufru pro pfipravu
vzorkd.
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Obr. 5.13 12% akrylamidovy gel SDS — PAGE zobrazujici prubéh a vysledek

aniontové vyménné chromatografie obarveny pomoci coomassie blue. Z obrézku
Je patrné, Ze ve vzorcich se nachéazi témér vylucné purifikovany protein.

Z tohoto gelu je patrné, Ze jiz po aniontové vyménné chromatografii byl ziskan
dostatec¢né Cisty protein 14-3-3C no W. Navic ve velkém mnozZstvi frakci se protein
nachazel v dostatecné vysoké koncentraci a proto mohly byt spojeny frakce A11 az
B6 bez vyrazného snizeni koncentrace roztoku.

Celkovym vysledkem exprese a purifikace proteinu 14-3-3 no W bylo 18,5 ml
roztoku o koncentraci 7,6.10° mol.dm™ respektive 38,7 mg dostateéné &istého
proteinu.

5.4 Ovéreni vazebnych viastnost purifikovanych proteinu

Cilem vazebnych studii proteinil FoxO444.213 fin W a 14-3-3C no W bylo ovéfrit
jestli si rekombinantni proteiny pfipravené expresi v bakteriich E.coli uchovaly své
vazebné schopnosti a chovaji se vtomto sméru jako proteiny exprimované
v eukaryotnich burikach. Slo tedy o to ové&fit, zda protein FoxO4+1.513 fin W specificky
interaguje s DNA a protein 14-3-3 no W specificky interaguje s fosforylovanym
proteinem Fox0441213 fin W.

Vysledkem orientaéniho ovéfeni vazebnych vlastnosti proteinil FoxO14.213 fin
W a 14-3-3Z no W byly dvé vazebné eseje, jejichz vzorky byly pfipraveny tak, aby
prokazaly vazebné vlastnosti proteinli. Tyto eseje byly provedeny pomoci nativni
elektroforézy (metodou EMSA).
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5.4.1 Ovéreni DNA vazebnych vlastnosti FoxO444.213 fin W

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) je metoda, jejiz princip je zaloZzen
na migraci studovanych komponent nativhim TBE gelu. Hnaci silou této migrace je
elektromagnetické pole a faktory, které od sebe separuji studované komponenty jsou
elektricky naboj a molekulova hmotnost. Vzorky u takto provadéné eseje musi byt
vhodné namichany, aby vysledek byl jednoznacné interpretovatelny.

Pfi ovéfeni vazebnych vlastnosti proteinu FoxO411213 fin W jsem vychazel
z predpokladu, Ze v neporusené nativni formé se protein FoxO4 specificky vaze na
molekuly DNA. Aby byly vysledky jednoznaéné interpretovatelné, musely vzorky
obsahovat jednak samotnou DNA, samotny protein a dale smés proteinu a DNA
v riiznych molarnich pomérech.

o Fox04:DNA

Obr. 5.14 12% nativni TBE gel vazebné eseje k ovéreni DNA vazebnych

vlastnosti proteinu FoxO4,4:.;13 fin W obarveny metodou barveni stribrem. Na
tomto gelu jsou v horni ¢asti vizualizovana mista, které obsahuji komplex FoxO4.DNA. Ve spodni ¢asti
doslo k obarveni volné DNA. V drahach 2 aZ 5 nedoslo k dostatecnému obarveni vzorku.

Barvenim stfibrem do$lo na gelu k vizualizaci mist s dostate€nou koncentraci
DNA nebo komplexu protein:DNA.

Do 1. drahy byla nanesena pouze DNA. Tim byla urCena elektromigraéni
poloha samotné DNA nutna pro srovnani se vzorky komplexu.

-65 -



Ve 2. az 5. draze nedoslo k vizualizaci Zzadnych vzork(l. Vzorek ve 2.
vzorkovaci jamce obsahoval pouze studovany protein, tudiz nemohlo k vizualizaci
dojit. Vzorky ve 3. az 6. jamce patrné obsahovaly DNA v koncentraci pod hranici
detekce touto metodou a tak nemohl byt vizualizovan ani pfipadny komplex, ani
nenavazana DNA.

V 6. az 10. draze |ze pozorovat vizualizaci komplexu protein:DNA a zaroven
vizualizaci nenavazané DNA.

Na zakladé vySe zminénych dilich tvrzeni |ze konstatovat, Ze pfi inkubaci
vzork(i doslo k vytvoreni komplexu FoxO444.213 fin W:DNA. Tim bylo dokazano, ze
protein FoxO441213 fin W exprimovany prokaryotnim exprimaénim systémem a
purifikovany popsanymi metodami se vaze na DNA a Ize ho tedy pouzit k pokustm,
které sleduji zménu konformace DNA vazebné domény tohoto transkrip&niho
faktoru.

5.4.2 Ovéreni vazebnych vlastnosti 14-3-3C no W

Oveéreni vazebnych vlastnosti 14-3-3 no W bylo provedeno téz metodou
EMSA. Bylo provedeno nepfimo s vyuZitim vlastnosti proteinu 14-3-3 inhibovat
interakci fosforylovaného FoxO4 s DNA. Vzorky nanasené na TBE gel obsahovaly
rizné kombinace slozek, aby vysledky bylo mozné jednoznaéné interpretovat.

FoxOd44; - + + + - - -
dpFox0444 53 - - - -
DNA + - 4
1433¢ - - -+
1

}Fode:DNA

DNA
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Obr. 5.15 12% nativni TBE gel vazebné eseje k ovéfeni vazebnych vlastnosti

proteinu 14-3-3, no W obarveny metodou barveni stribrem. Na tento gel byly
nanéseny rizné kombinace vzork( uvedenych v levé horni Césti obrazku. Vzorky, ktereé byly ve
vzorkovaci drdze pfitomny jsou oznaceny znaménkem +. Ostatni jsou oznaCeny znaménkem -.
Obarvend mista na gelu odpovidaji mistim, které obsahuji DNA bud’ v komplexu, nebo volnou.

Popis:
1. draha obsahovala pouze DNA. Vizualizaci bylo ovéfeno spravné fungovani
metody a uréena elektromigraéni poloha DNA na gelu.

2. draha obsahovala pouze protein Fox0O4,1.213 fin W. Ten nepodléha vizualizaci
barveni stfibrem.

3. draha obsahovala nenafosforylovany protein FoxO411.213 fin W a DNA.
Vizualizace komplexu FoxO411.213 fin W:DNA ovéfila, Zze za danych podminek
dochazi k jeho vzniku.

4. draha obsahovala nenafosforylovany FoxO441,13 fin W, DNA a protein
14-3-3C no W. Zde bylo ovéfeno, Zze nenafosforylovany FoxO442¢3 fin W
neinteraguje se 14-3-3C no W a stale dochazi ke vzniku komplexu FoxO444.213 fin
W:DNA.

5. draha obsahovala pouze fosforylovany FoxO411.213 fin W, ktery nepodiéha
vizualizaci.

6. draha obsahovala DNA a fosforylovany FoxO444.2¢3 fin W, €imZ bylo ovéreno, Ze
i v tomto pfipadé vznika komplex protein:DNA.

7. draha obsahovala DNA, 14-3-3( no W a fosforylovany FoxO411.213 fin W. V tomto
pfipadé se ukazalo, Ze k vytvoieni komplexu FoxO4412¢3 fin W s DNA nedochazi,
coz znamena, Ze jeho vazba na DNA je inhibovana proteinem vazbou na proteiin
14-3-3 no W.

Na zakladé vySe zminénych tvrzeni, které interpretuji vysledky vazebné eseje
k ovéfeni vazebnych vlastnosti proteinu 14-3-3C no W, Ize konstatovat, Ze protein
14-3-3C no W exprimovany prokaryotnim exprimaénim systémem a purifikovany
popsanymi metodami se vaze na fosforylovany protein FoxO441.213 fin W a lze ho
tedy pouzit k dal§im pokusU s timto proteinem.
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6 Diskuse

6.1 Pfiprava mutantni formy proteinu FoxO444.213

Sledovani strukturnich zmén metodami stacionarni a Casové rozliSené
fluorescence vyzaduje ve struktufe proteinu element, na kterém je mozné
fluorescenci sledovat. Proteiny obsahuiji tfi pfirozené fluorofory: tryptofan, tyrozin a
fenylalanin. Studium tryptofanové fluorescence je nejefektivngjsi a to ze tffi divod(:
(1) Cetnost tryptofanovych zbytk(l ve struktufe protein(i je mala, (2) fluorescence
fenylalaninu ma maly kvantovy vytézek, (3) fluorescence tyrozinovych zbytk( je velmi
Casto efektivné zhasena a soucastné je-li fluorescence tryptofanovych zbytk(
méfena po excitaci zafenim o vinové délce 295 nm, nedochazi k excitaci tyrozinu.
[79]. Prestoze protein FoxO411.213 vyhovuje tvrzeni, ze ¢etnost tryptofanovych zbytkl
v jeho struktufe je mala, v celé sekvenci jich obsahuje pét, coz pro analyzu vysledkl
tryptofanové fluorescence je stale velky pocet. Idealnim poétem pro analyzu vysledkl
by byl jeden tryptofan. Piedchozi experimenty provadéné na samotné DNA-vazebné
doméné FoxO4g,.207 ukazaly, Ze v8echny tryptofanové zbytky kromé Trp-173 a Trp-
174 I1ze zmutovat na Phe aniz by doslo ke ztraté schopnosti vazat DNA[89]. Proto
bylo mozné odstranit pouze tfi z téchto péti tryptofanovych zbytk(i. Jednalo se o
tryptofanové zbytky na pozicich 29, 97 a 126.

K odstranéni téchto tryptofan(, respektive k jejich zaméné na fenylalaninové
zbytky bylo pouzito cilené mutageneze DNA koéduijici tento protein. Nejednalo se tedy
pfimo o chemickou pfeménu jedné aminokyseliny ve druhou, ale o mutaci DNA
kodujici protein FoxO441.213. Postupnymi cilenymi mutacemi (viz kapitola 4.1) byly
zameénény kodony pro tryptofan (TGG) na kodony pro fenylalanin (TTC). Tyto mutace
byly provedeny postupné. Nejprve byl zmutovan kodon pro tryptofan na pozici 97.
Jako templat byla pouzita plazmidova DNA kédujici protein FoxO411213 (pfiloha 1)
poskytnuta Dr. T. ObSilem. Nasledovala mutageneze tryptofanového kodonu na
pozici 126. Pro tuto mutagenezi byla pouzita plazmidova DNA pfipravena piedchozi
mutagenezi a ovéiena sekvenaci. Nakonec byl zmutovan i kodon pro tryptofan na
pozici 29, opét s pouzitim sekvenaci ovéiené DNA z pfedchozi mutageneze. Timto
postupem byla pripravena plazmidova DNA kodujici usek proteinu FoxO4 od 11. do
213. aminokyselinového zbytku s mutacemi kodonl pro tryptofan na kodony pro
fenylalanin na pozicich 29, 97 a 126. Zaznam sekvenatoru po posledni mutagenezi
(viz obr. 5.2 kapitola 5.1.5, nebo pfiloha 5) potvrzuje, Ze pfipravena DNA obsahuje
tyto zmény a zaroven nebyla poSkozena jinymi mutacemi. Protein kédovany touto
DNA jsem oznaéil jako FoxO411.213 fin W.
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6.2 Exprese a purifikace Fox0444.213 fin W

Ukolem dalsi faze prace bylo pfipravit v dostateéném mnoZstvi co nejgistsi
protein FoxO441.213 fin W. Exprese proteinu spocivala v napéstovani bakterialni
kultury a indukci exprese proteinu FoxO441.213 fin W v bakterialnich bunkach (viz
kapitola 4.2.1). P¥i purifikaci bylo nutné prevést veskery obsah buriky do roztoku (viz
kapitola 4.2.2.1) a provést nékolik purifikaénich krok(, které separuji proteiny na
zakladé rlznych kritérii. Klicovym krokem této purifikace byla GST afinitni
chromatografie (viz kapitola 4.2.2.2), pfi které byl roztok proteinu zbaven velké &asti
kontaminujicich proteint (viz kapitola 5.2.3, obr. 5.3, nebo obr. 6.1 vyfez A).
K dalsimu zvySeni Cistoty doSlo pfi kationtové vyménné chromatografii (viz kapitola
4.2.2.5). Ani po této purifika¢ni metodé ovSem protein nemél pozadovanou cistotu,
obsahoval pfimés degradacnich produkt(i (viz kapitola 5.2.5, obr. 5.6, nebo obr. 6.1
vyfez B). Pouzil jsem tedy jesté jako dalSi purifikaéni metodu gelovou filtraci (4.2.2.7),
ktera oddéluje proteiny na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Touto metodou bylo
dosazeno poZadované dCistoty proteinu a purifikace mohla byt povazovana za
dokonéenou (viz kapitola 5.2.6, obr. 5.9, nebo obr. 6.1 vyiez C).

Obr. 6.1 Srovnani Cistoty proteinu Fox04,.243 fin W po hlavnich purifi-kacnich

krocich. Podle intenzity vizualizace nelze pfili§ srovnavat vzorky zrozdilnych geld co do
koncentrace proteinu ve vzorku. Intenzita vizualizace zaleZi rovnéz na mnoZstvi nanaSeného vzorku,
které se mize v jednotlivych pripadech lisit. Pozorovat ize ovdem ubytek nedistot v nana$enych
vzorcich.
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6.3 Exprese a purifikace 14-3-3, no W

Priprava Cistého proteinu 14-3-3C no W byla dalSim cilem mé diplomove
prace. Protein 14-3-3 je pfirozenym vazebnym partnerem proteinu FoxO441.213 fin
W. Mutantni forma tohoto proteinu — 14-3-3C no W je upravena mutacemi tak, aby
neobsahovala Zadny tryptofanovy zbytek, ktery by interferoval s tryptofanovymi
fluorescenénimi méfenimi interakce Fox0O441.213 fin W s timto proteinem. Exprese a
purifikace 14-3-3C no W je relativné snazsi nez u FoxO441.213 fin W. Tento protein je
daleko méné citlivy k proteolytické degradaci a jeho pfiprava slibuje daleko vétsi
vytézek nez pfiprava FoxO441.213 fin W. Navic purifikace protein(, exprimovanych
s His-tag afinitni kotvou, niklovou chelataéni chromatografii je vysoce uginna a
vétdinou odstrani prevaznou ¢ast nedcistot.

Takeé pfi pfipravé 14-3-3C no W jsem postupoval podle ovéienych purifikaénich
protokolll. Po expresi proteinu (viz kapitola 4.3.1) a sonikaci (viz kapitola 4.2.2.1) byl
protein purifikovan niklovou chelataéni chromatografii (viz kapitola 4.3.2.1), ktera
odstranila z roztoku vétSinu nedistot (viz kapitola 5.3.3, obr. 5.11,nebo obr.6.2 vyiez
A). Dal$i purifikac¢ni metodou, kterou byla aniontové vyménna chromatografie (viz
kapitola 4.3.2.3) doslo k odstranéni zbylych necistot a protein mohl byt povazovan
za dostatecné Cisty (viz kapitola 5.3.5, obr. 5.12, nebo obr. 6.2 vyiez B).

Obr. 6.2 Srovnani Cistoty proteinu 14-3-3C no W po hlavnich purifikaénich

krocich. O intenzité vizualizace plati to samé jako v poznémce kobr .6.1. Déle je z tohoto
obrazku patrné, Ze cCistota proteinu byla vysoka jiZ po niklové chelataéni chromatografii. Presto
Jsme aniontové vaménnou chromatografii docilili jesté vyssi ¢istoty.
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6.4 Ovéreni vazebnych vlastnosti purifikovanych proteint

Ovéfeni vazebnych vlastnosti proteinli bylo velmi dllezitym krokem jejich
pfipravy. V zavérec¢né fazi purifikace proteini jsem pomoci SDS-PAGE ovéfil pouze
pfitomnost a Cistoto proteinu v roztoku. Ovérenim vazebnych vlastnosti metodou
EMSA (viz kapitola 4.4.1) jsem ovSem ovéfil, Ze pfipraveny protein neztratil béhem
mutageneze, exprese a purifikace vazebné vlastnosti vzhledem k vazebnym
partnerim, se kterymi budou probihat nasledné pokusy.

6.4.1 Ovéreni DNA vazebnych viastnosti FoxO441.213 fin W

K tomuto ovéreni byla pouZita metoda EMSA s nasledujicim uspofadanim
vzorkll: (A) vzorek obsahujici pouze DNA, (B) vzorek obsahujici pouze protein, (C)
vzorky obsahujici DNA a protein v riznych molarnich pomérech.

A B (o

Obr. 6.3 12% TBE gel vazebné eseje DNA a Fox0411.213 fin W. Na vyrezu C je

obarvena pouze voind DNA. Na vyfezu B nedo$lo k Zadnému obarveni, protoZe vzorek obsahoval
pouze protein. Na vyrezu C je patrny posun (shift) elektromigraéni pozice volné DNA oproti komplexu
protein:DNA.
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Vysledky vizualizace gelu Ize analyzovat nasledujicim zpGsobem. Vzorek A
potvrdil, Ze barvenim stfibrem je vizualizovana DNA a urcil jeji elektromigraéni pozici.
Vzorek B potvrdil, Ze pouzitim uvedené metody pro vizualizaci DNA nedochazi
k obarveni samotného proteinu. Vzorky C ukazaly, Ze na gelu se objevila dvé
vizualizovana mista, z nichz jedno patfi volné DNA. Z elektromigraéni pozice
druhého mista vyplyva, ze velikost této molekuly musela byt velmi zvétsena. K tomu
mohlo v tomto pfipadé dojit jediné vytvofenim komplexu protein:DNA. Zavér z této
anaiyzy je, ze ve vzorcich C doSlo k vytvofeni komplexu FoxO411-213 fin W:DNA, coz
ukazuje na skuteCnost, Ze mutovana verze FoxO441213 fin W ma schopnost vazat
DNA.

6.4.2 Ovéreni vazebnych vilastnosti 14-3-3 no W

K ovéreni vazebnych vlastnosti 14-3-3C no W jsem rovnéz pouZzil metody
EMSA. Protein 14-3-3 no W ovSem netvoii komplex s DNA a proto byly jeho
vazebné vlastnosti ovéfovany nepfimo. Teze tohoto ovéieni zni: pokud ve vzorku
obsahujicim DNA, 14-3-3( no W a dpFox0411.213 fin W (dp = dvoijité fosforylovany)
nedochazi k vytvoieni komplexu DNA:dpFoxO441213 fin W, bylo této interakci
zabranéno vytvoifenim komplexu dpFoxO444.213 fin W:14-3-3C no W [77]. Toto tvrzeni
muselo byt ovéem jesté podpofeno dlikazem, Zze nejen FoxO441.2¢3 fin W, ale také
nroces nez pii ovéfovani DNA vazebnych vlastnosti FoxO411.213 fin W, pouze slozeni
vzorkll muselo byt trochu komplikovanéjsi. Pokusim se nyni jesté jednou rozebrat
vysledky této vazebné eseje (viz obr. 5.15).

Prvni draha urdila elektromigra¢ni polohu volné DNA. Druha draha vyloucila
vizualizaci FoxO444.213 fin W barvenim stfibrem. Tieti draha potvrdila DNA vazebné
viastnosti FoxO411213 fin W. Ctvrta draha ukazala, Ze protein 14-3-3¢ no W netvofi
komplex s nefosforylovanym FoxO441.213 fin W, ten je tudiz k dispozici pro vytvoieni
komplexu s DNA. Pata draha vyloudila vizualizaci dpFoxO441.213 fin W touto
metodou. Sesta draha ukazala, Ze i dpFoxO441.213 fin W tvofi komplex s DNA.
Koneéné sedma draha ukazala, ze v pfitomnosti 14-3-3( no W se netvori komplex
dpFox0O411.213 fin W:DNA. Z téchto dil¢ich zavérl Ize vyvodit, Ze vazebné viastnosti
pripraveného proteinu 14-3-3¢ no W odpovidaiji pfirodni formé tohoto proteinu, nebot
se nevaze na nefosforylovany FoxO4 protein a zaroven svou interakci s
fosforylovanou formou tohoto proteinu zabrariuje jeho interakci s DNA.
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7 Souhrn vysledku

1. Cilenymi mutacemi DNA kédujici protein FoxO441213 se podafilo pfipravit
mutantni DNA kodujici protein FoxO411.213 s mutacemi tryptofanovych kodond
(TGG) v kodony pro fenylalanin (TTC) na pozicich 29, 97 a 126.

2. Expresi a purifikaci proteinu FoxO441.213 fin W se podairilo ziskat 2,69 mg tohoto
proteinu vyhovuijici Cistoty.

3. Expresi a purifikaci proteinu 14-3-3C no W se podaiilo ziskat 38,7 mg tohoto
proteinu vyhovujici Cistoty.

4. Vazebna esej vypurifikovaného proteinu FoxO441.213 fin W prokazala, ze tvori
komplex s DNA.

5. Vazebna esej vypurifikovaného proteinu 14-3-3 no W prokazala, Ze tvori

komplex s fosforylovanym proteinem FoxO444.213 fin W. Vazba 14-3-3 proteinu na
fosforylovany FoxO414.213 fin W inhibuje jeho interakci s DNA.
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8 Zaver

Zavérem bych chtél uvést, Zze v priibéhu experimentalni ¢asti této prace se mi
podafilo dosahnou vytyéeného cile a pfipravit sadu proteini pro tryptofanova
fluorescenéni méfeni konformacnich zmén DNA vazebné domény transkripéniho
faktoru FoxO4 pii interakci s DNA, respektive se 14-3-3( proteinem. Tento vysledek
se stal soucCasti projektu, ktery je zaméfen na detailni poznani interakce
transkrip&niho faktoru FoxO4 s jeho vazebnymi partnery.

Skuteénost, Ze i ja jsem mohl pfispét svym malym dilem do tohoto
dlouhodobého projektu pro mé byla velmi motivujici a inspirujici. Pfinosem pro mé
bylo pfedevSim osvojeni mnoha technik a metod vyuzivanych pfi praci v laboratofi
biochemie, ¢&i fyzikalni chemie a osvojeni zplsobu prace vyzadujici peclivost,
presnost a trpélivost. Zajimavé pro mé bylo proniknuti do podstaty pouzivanych
technik a metod, které mi ukazalo jiny rozmér prace se znalostmi nabytymi pfi studiu.
Clovék pfi b&Zném studiu bere néktera fakta jako dana a hotova a dale s nimi
nepracuje. Ale ve chvili, kdy na tyto skuteénosti pohliZite jako na podstatu metody,
ktera vas ve vasi praci posune o krok dal, stane se tato znalost aktivni a ¢iha ve vas
na chvili, kdy se bude opét hodit. Timto zplisobem bylo ve mné transformovano
mnoho pasivnich védomosti tykajicich se napfiklad struktury a vlastnosti proteind.
Kromé toho jsem si splinil i sva osobni oekavani, tykajici se nahlédnuti do védecké
prace, osvojeni prace s nékterymi laboratornimi pfistroji a hlavné osvojeni zplisobu
prace a chovani v laboratofi.
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Aminokyselinova sekvence proteinu Fox0O444.213
(W29,97,126,173,174)
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Priloha 2

1 Kb DNA Ladder (/nvitrogen, USA)

bp

12 216
[

——11198 10 180

RO
-
)
BN

7 162
-6 108

—5 090
—4 072

—3 054

—2 036
e | 636

—1 018

— 506, 517

— 396
— 344
— 298

1 Kb DNA Ladder

0,5 g/lane
0,9% agarose gel
stained with ethidium bromide
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Priloha 3

Vektor pGEX- 4T-1 (Amersham Bioscienece, Svédsko)

pGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin

ILeu Val Pro ArglGIy SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

CTu GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTG CCG G!GT CGA.CIC GAE CGG CCG CAT CGIGAC IGA
Sal | Stop codons

BamH | EcoR | Sma | Xho | Not |

Tth111 |
Aatll

pSj10\Bam7Stop7
Pst |

pGEX
~4900 bp

Nar |

EcoR V

BstE |l
Miu |

ori
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Priloha 4

Vektor pET-15b (Novagen, USA)

pET-15b sequence landmarks

T7 prumoter 453469
T7 transcription start 452
HissTag coding sequence  362-380

Multiple cloning sites

Nefel - BamH 1) 319335
T7 terminatar 213259
lac] coding sequence (866G-1945)
pBR322 arigin 3882

hla coding sequence 46435500

Bpu1102 1{267)

E2oR 1i5708) BamH 319
Aat 11{5635) Cla l4) moll(:&g—%)

Ssp l(s517) Hind 29y - |(:ag(? "

Xba (428}

Bal lli494)

SQrA 1(535)

Sph 1691)

EcoM (751

Sca li5193)
Fwu 115083

Pst 1(4958:

Bsa l{4774;
Ahd 1;4713)

rAlu 1¢1216)
Bcel 1(1230)

BstE 11¢1397)

pET-15b

AlWN 1(4238) S708hp|
(R 2

Apa (1427

(Spe1-ag8) VO

EssH 11627
Hpa [{1722)

BspLU11 1(3820)

Sap 1i3704)

Bst1107 1(3501)

PshA 120813
Acc 1(3590)

BsaA 1(3572) Eag lizzed)
Tth111 1i3565) NrU 12319)
Bsph 1(2300)

Bsm 1(2704)
Mse 12791)

Bpu10 112926)
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Priloha 5

Sekvenaéni zaznam DNA kédujici mutantni protein FoxO444.243 fin W

50 60 70 80 S0
ATCCATCATAG ACCTAG ATCCCGACTTCGAACCCCAGAGCCGTCCCCGCTCC

,_ /i

100 110 120 130 140
TGCACCTTCCCCCTTCCCCGACCAGAGATCGCTAACCAGCCGTCCGAGCCG

YAYY p \/\&”‘_\N\f

150 160 170 180 190
CCCGAGGTGGAGCCAGATCTGGGGGAAAAGGTACACACGG AGGGGCGCTCA

200 210 220 230 240
GAGCCGATCCTGTTGCCCTCTCGGCTCCCAG AGCCGGCCGGGGGCCCCCAG

. o pr— 05 P AL .-
250 260 270 280 290
CCCGG AATCCTGGGGGC TG TAACAGGTCCTCGG AAGGGAGGC TCCCGCCEGG

AN, - £ L_\/\/W\M

300 310 320 330 340
AATGCCTTCGGAAATC AGTCATATGCAGAAC TCATCAGCCAGGCCATT GAAAG

o — PN

350 360 370 380 390 400
CGCCCCGG AGAAGCGACTG ACACTTGCCCAGATTTACGAGTTC CATGGTCCGT

o azo0 o a0 aan T asp

460 470 480 o B 490 - 500
AAGAACTCGATCCGCC ACAACCTGTCCCTGCACAGCAAGT TCATC AAGG T

o A e 00000 Y

510 520 530 540 550
TCACAACGAGGC CACCGGCAAAAGC TCTTGGTGG ATGC TG AACC CTGAGG

00 0N X ot

560 570 580 590 600
GAGGC AAG AGC GGC AAAGCCCCCC CCGTCC GGGCCGCCTCCATGG ATAGC 4 G

-84 -



Priloha 6

Sekvenacni zaznam useku plazmidové DNA proteinu FoxO444.213

50 60 70 80 90
ATCCATCATAG ACCTAG ATCCCGAC TTCGAACCCCAGAGCCGTCCCCGC TCC

e/

100 110 120 130 140
TGCACCTGGCCCCTTCCCCGACCAGAGATCGCTAACCAGCCGTCCGAGCCG

Vi WYV YW WY YV ] MV ..l

150 160 170 180 130
CCCGAGGTGGAGCCAGATCTGGGGGAAAAGGTACACACGG AGGGGCGCTCA

200 210 220 230 240
GAGCCGATCCTGTTGCCCTCTCGOGCTCCCAG AGCCGGCCGGGEGGCCCCCAG

AM\/W oy ) . ala Pl e NN

250 260 270 280 290
CCCGG AATCC TGGGGGLC TGTAACAGG TCCTCGG AAGGGAGGC TCCCGCCGG

300 310 320 330 340
AATGCCTGGGGAAATC AGTCATATGCAGAAC TCATCAGCCAGGCCATT GAAAG

. —

350 360 370 380 390 400
CGCCCCGG AGAAGC GACTG ACACTTGCCCAGATTTACGAGTGGATGGTCCGT

410 420 430 440 450
ACTG TACCCTACTTC AGGACAAGGG TG ACAGC AACAGCTC AGC AGG ATTC

460 470 80 o 490 500
AAGAACTCGATCCGCC ACAACCTGTCCCTGCACAGCAAGT TCATC A4 AGG T

o DO e AR b X e

510 520 530 540 550
TCACAACGAGGC CACCGGCAAAAGC TCTTGGTGG ATGC TG AACC CTGAGG

0 YN SN e X ol

560 570 580 590 600
GAGGC AA46 AGC GGC AAAGCCCCCC CCGTCC GGGCCGCCTCCATGG AT AGC A G

610
CAGCAAG
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.Svoluji k zaputjceni této prace zeiména pro studijni ucely a prosim, aby byla
radné vedena evidence vypujéovateld.”

. . ..« . | Prlikaz totoZznosti ¢. :
Jméno a pfijmeni Datum vypujceni (OP, CP. RP) Podpis
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