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Abstrakt

Tato bakalarskd prace je soucasti projektu, jehoz cilem je vyvoj a studium
nizkomolekularnich latek, schopnych inhibovat interakci lidského transkripcniho faktoru
FOXO3 s DNA, obsahujici specificky motiv rozpoznavany DNA-vazebnou doménou
FOXO03. FOXO3 je jednim ze ¢tyt zastupct FOXO ttidy forkhead transkripénich faktort,
evoluéné konzervovanych proteinii ucastnicich se mnoha vyznamnych bunéénych déju.
Mezi tyto se tadi regulace bunécného cyklu, odpovéd’ na oxidativni stres, kontrola
bunééného metabolismu a apoptéoza. FOXO3 hraje vyznamnou roli v procesu
kancerogeneze, kde mtize vystupovat jednak jako tumorovy supresor, ale zaroven miize
svou funkci pfispivat ke zvySeni odolnosti nékterych nadorovych bunék vici chemoterapii.
Vzhledem k biologické funkci transkripéniho faktoru FOXO3 mé studium jeho
nizkomolekuldrnich inhibitord velky vyznam. V této praci byla studovana sloucenina S9
oxalat jako potencialni inhibitor FOXO3-DNA vazebné interakce.

Cilem této bakalaiské prace byla (I) ptiprava jak neznadené, tak >N znacené DNA-
vazebné domény (DBD) proteinu FOXO3, (II) studium interakeci mezi FOXO3 DBD a
nizkomolekuldrnim inhibitorem S9 oxalat pomoci NMR a analyzy elektroforetické
mobility, EMSA a (III) predikce vazebné konformace a interakci mezi FOXO3 DBD a
nizkomolekuldrnim inhibitorem pomoci metod molekulového dokovani.

Vysledky experimentli ukazaly, Ze sloucenina S9 oxalat ptimo interaguje s DNA-
vazebnou doménou FOXO3 a je schopna inhibovat jeji vazbu na DNA obsahujici
specificky rozpoznavany motiv. Dale bylo identifikovano vazebné misto pro slouceninu S9

oxalat a nejpravdépodobnéjsi vazebna konformace.



Abstract

This bachelor thesis is part of a project focused on studying low-molecular mass
compounds able to inhibit the interaction between DNA-binding domain of human
forkhead transcription factor FOXO3 and the target DNA. FOXO3 is one of four members
of FOXO class transcription factors which belong to forkhead family of transcription
factors. Forkhead transcription factors are evolutionary conserved proteins playing
important roles in numerous cellular processes. These include cell-cycle regulation,
oxidative stress response, control of cellular metabolism and apoptosis. FOXO3 plays an
important role in cancer cells where it acts not only as a tumor suppressor but also can
enhance their resistance to chemotherapy. Considering its biological functions, the study of
small-molecule inhibitors of FOXO3 transcription factor is of particular importance. This
bachelor thesis was focused on compound S9 oxalate as a potential inhibitor of FOXO3-
DNA interaction.

Main goals of this thesis were: (I) preparation of both unlabeled and '°N labeled
DNA-binding domain of FOXO3 transcription factor, (II) characterization of interactions
between FOXO3 DBD and compound S9 oxalate using NMR and electrophoretic mobility
shift analysis (EMSA), and (III) prediction of binding conformation and interactions
between FOXO3 DBD and S9 oxalate using molecular docking.

Results revealed that S9 oxalate directly interacts with FOXO3 DBD residues
responsible for DNA binding and therefore is able to inhibit FOXO3 binding to the target
DNA. In addition, molecular docking simulations of S9 oxalate into the identified binding

site suggested possible interactions between FOXO3 DBD and the compound.
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1 Uvod

Transkripcni faktor FOXO3 patii do FOXO tfidy transkrip¢nich faktor (Burgering,
2008). Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji proces genové exprese na urovni
transkripce. Rozpoznévaji urcité sekvence DNA, na néz se vazi, plsobi strukturni zmény a
ovliviiuji tak funkci eukaryotni RNA polymerasy II, enzymového komplexu katalyzujiciho
biosyntézu RNA, ktera pro svou c¢innost vyzaduje pfitomnost transkripénich faktort
(Phillips a Hoopes, 2008).

FOXO transkripcni faktory patii do forkhead rodiny transkripcnich faktort. Tyto
transkripéni faktory byly poprvé objeveny u modelového organismu Drosophila
melanogaster, kde jsou exprimovany v terminalnich strukturach embrya a jsou zodpoveédné
za jejich spravny vyvoj. Mutace téchto transkripnich faktorii se projevuje
charakteristickym tvarem hlavy, pfipominajicim vidlicku (angl. fork), odtud pojmenovani
forkhead transkrip¢ni faktory (Weigel ef al., 1989). Forkhead rodina transkripcnich faktort
sestava z vice nez 100 zéstupct rozdélenych do tfid, znacenych pismeny A-R (Obsil a
Obsilova, 2011). Forkhead transkripéni faktory jsou evoluéné konzervovany a ve své
sekvenci obsahuji DNA-vazebny motiv, tzv. forkhead doménu, zkracené¢ FOX. FOX DNA-
vazebny motiv predstavuje variantu helix-smycka-helix vazebného motivu tvofeného tfemi
o helixy a dvéma smyckami (Burgering, 2008).

FOXO tfida transkripcnich faktorii ma 4 ¢leny: FOXO1, FOXO03, FOX04 a
FOXO06, jejichz DNA-vazebné domény rozpoznavaji vazebny motiv nukleotidi
5'-(A/C)AA(C/T)A-3". FOXO transkripéni faktory hraji vyznamnou roli v Siroké Skale
bunéénych procesii, jako je naptiklad apoptéza, bunéfny metabolismus, bunécna
proliferace, diferenciace, odpovéd’ na oxidativni stres a starnuti (Burgering, 2008).

FOXO3 transkripcni faktor prostiednictvim regulace exprese cilovych genii ptsobi
jako tumorovy supresor. U buné¢k ziskanych z biopsii neuroblastomu se vSak ukazalo, Ze
zvySeny obsah FOXO3 proteinu v jadie a fosforylace Thr32 koreluje se IV. stadiem tohoto
druhu rakoviny. Zde FOXO3 pisobi jako reguldtor homeostizy a podporuje rust
nadorovych bunék, nddorovou angiogenezi a odolnost nddorovych bunék vici

chemoterapii (Hagenbuchner et al., 2016).
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2 Literarni prehled

2.1 TransKkripce

Transkripce je prvnim krokem genové exprese. Pii procesu genové exprese je
geneticka informace ulozend v DNA prostfednictvim RNA pifevedena do struktury

proteinu. Cely proces genové exprese vystihuje schéma:

DNA—sioe RNA ey oroein | M

Béhem transkripce dochazi k piepisu genetické informace ulozené v primarni
struktufe DNA do jednovldknové molekuly RNA, tzv. primérni transkript. Primarni
transkript dale podléha tfad¢ posttranskripénich modifikaci, vyslednym produktem je
jednovlaknova molekula medidtorové RNA, mRNA. mRNA nasledné slouZzi jako ptedloha
pro syntézu bilkovin na ribosomech (Nelson a Cox, 2008).

DNA a RNA jsou tzv. nukleové kyseliny, biopolymery, jejichz zakladnimi
stavebnimi jednotkami jsou nukleotidy skladajici se z dusikaté baze, cukerné slozky
(pentosy) a esterové vazané kyseliny fosforecné. RNA se od DNA l1isi pfitomnosti OH
skupiny na 2 "pozici aldopentosy a ptitomnosti dusikaté baze uracilu namisto thyminu (viz
obr. 2.1). Na rozdil od molekuly DNA, ktera je dvouvlaknova, je vétSina molekul RNA
jednovlaknovych. DNA se u eukaryotnich organismii nachazi v jadie bunck, kde je
spole¢n¢ s bazickymi bilkovinami soucasti chromatinu. Eukaryotickd transkripce je

biologicky proces, ktery se odehrava v jadie bunék (Nelson a Cox, 2008).
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Obr. 2.1 Struktura nukleovych kyselin. Nalevo je vyobrazena struktura nukleotidit DNA, napravo
pak struktura nukleotidi RNA. Obrazek vystihuje princip komplementarity bazi (vyznaceny
zelen€), vodikové mustky mezi bazemi jsou vyznaceny Cervenou prerusovanou ¢arou. Obrazek byl
prevzat a upraven dne 16. 4. 2018 z http://www.studiumbiochemie.cz/na.html.
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Transkripce je katalyzovana enzymem RNA polymerasou, proteinovym
komplexem, ktery syntetizuje fetézec RNA na zakladé komplementarity part bazi.
Eukaryoticky genom koéduje 5 izoforem RNA polymerasy, z nichz kazda je zodpovédna za
piepis jiné funk¢ni skupiny RNA. Za ptepis strukturnich geni, sekvenci DNA, které koduji
proteiny, je zodpovédna RNA polymerasa II. Eukaryotni RNA polymerasy pro svou
katalytickou ¢innost vyzaduji pfitomnost dalSich proteind, tzv. transkripénich faktori.

Proces transkripce se sklada ze tfi krok: iniciace, elongace a terminace. Jedno
vlakno DNA (kodogenni) se stava templatem pro syntézu vlakna RNA (tzv. primarni
transkript). Béhem iniciace dochazi k nasednuti transkripénich faktorii a RNA polymerasy
na promotor, 100-1000 parti bazi dlouhou sekvenci DNA nachazejici se blizko pocatku
transkripce, lokdlnimu rozpleteni dvousroubovice DNA rusenim vodikovych vazeb mezi
komplementarnimi bazemi a umisténi templatového fet¢zce DNA do aktivniho centra RNA
polymerasy. V tomto stavu je RNA polymerasa schopna iniciovat syntézu fetézce RNA, a
tim nastava faze elongace. Béhem elongace se RNA polymerasa posunuje po templatovém
fetézci DNA ve sméru 3'—5" a syntetizuje fetézec RNA ve sméru 5°—3’, nebot’ je schopna
ptipojovat piisluSné nukleosidtrifostaty, a tim katalyzovat vznik fosfodiesterové vazby,
pouze na 3'volny konec naristajiciho fetézce (viz obr. 2.2). Béhem posledni faze
transkripce, terminace, kdy RNA polymerasa doputuje k terminacni sekvenci, dochéazi k
jeji disociaci z templatového vldkna DNA a uvolnéni primarniho transkriptu RNA, ktery
dale podléha tadé uprav. Transkripce piedstavuje pro buiiku energeticky naro¢ny proces,

ktery vyzaduje regulaci (Nelson a Cox, 2008).
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Obr. 2.2 Znazorneéni elongacni faze transkripce. Enzym RNA polymerasa, proteinovy komplex,
katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby a syntetizuje fetézec RNA ve sméru 5'—3’. Pfevzato a
upraveno z (Nelson a Cox, 2008).

12



2.1.1 Regulace transkripce a transkripc¢ni faktory

Eukaryotni organismy vdéci za svou variabilitu sofistikovanému mechanismu
regulace genové exprese, kdy pouze ¢ast genetické informace je prevedena do formy
proteint. Eukaryotni regulace genové exprese probiha na nékolika trovnich, mimo jiné i
na urovni transkripce. Regulace transkripce je zprostiedkovédna transkripénimi faktory,
specifickymi proteiny, které se vazi na regulacni sekvence DNA a ovliviiuji proces
transkripce cilovych gend pozitivné i negativné. Timto zplsobem transkripéni faktory
rozhoduji o tom, zda je exprese cilovych gend "zapnuta" ¢i "vypnuta" (Phillips a Hoopes,
2008).

DNA regulacni sekvence maji zpravidla 6-10 parti bazi a jsou rozpoznavany
transkripcnimi faktory, které navzajem interaguji a ovliviiuji funkci RNA polymerasy II.
Vétsina eukaryotnich genti obsahuje sekvenci zvanou promotor skladajici se z tzv. TATA
boxu a nékolika regulaénich sekvenci rozpoznavanych transkripnimi faktory. Vazba
transkripénich faktort na tyto sekvence indukuje vazbu RNA polymerasy Il na promotor a
iniciaci transkripce (Phillips a Hoopes, 2008).

Vazba transkrip¢nich faktorti na regulacni sekvence, a tedy i jejich regula¢ni funkce,
je zprosttedkovéna jejich evoluéné konzervovanymi DNA-vazebnymi doménami, které si
zachovavaji i urcity konformaéni motiv. Mezi nejcastéjsi konformacni motivy patii
homeodoména, tvotfena tfemi spojenymi a helixy, zinkovy prst (a helix a B-skladany list
spojené iontem Zn>"), leucinovy zip tvofeny dvéma a helixy, které se na DNA vazi jako
dimer, oktidleny (winged) helix a helix-smycka-helix motiv DNA-vazebné domény

(Phillips a Hoopes, 2008).
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2.2 FOX rodina transkripcnich faktort a tirida FOXO

FOXO proteiny patii do jedné ze tiid forkhead rodiny transkripénich faktord. Pro
forkhead rodinu transkripcnich faktora je charakteristicka pfitomnost tzv. Forkhead box,
zkr. FOX DNA-vazebné domény, ktera je do velké miry sekven¢né konzervovana ve vsech
tiidach forkhead rodiny transkripcnich faktorti. Pojmenovani forkhead souvisi se ¢lenem
této rodiny, dnes klasifikovanym jako FOXA, jehoz gen byl identifikovdn v organismu
Drosophila melanogaster a jeho mutace vedla k charakteristickému tvaru hlavy
piipominajici vidlicku (angl. fork). Lidské forkhead transkripéni faktory zahrnuji pies 100
riznych proteinti rozdélenych do tiid od FOXA po FOXR na zaklad¢ podobnosti jejich
aminokyselinové sekvence (Carter a Brunet, 2007).

Transkripéni faktory tfidy O, FOXO transkripcni faktory, byly poprvé objeveny
v lidskych nadorovych bunkach (Galili ef al., 1993). Savéi FOXO transkripéni faktory maji
4 zastupce, a to FOXO1, FOX03, FOX04 a FOXO06. FOXO1 a FOXO3 jsou exprimovany
témét ve vSech tkanich. FOXO4 je exprimovan piedevsim ve svalové tkani a ledvinéch,
FOXO6 je exprimovan primarné v mozku a jatrech (Wang, Zhou a Graves, 2014). Funkce
vSech zastupclt FOXO proteinil podléhé regulaci prostfednictvim insulin/PI3K/Akt signalni
drahy. FOXO transkrip¢ni faktory hraji vyznamnou roli v $iroké skdle bunéénych procest,
jako je naptiklad apoptdza, bunéény metabolismus, bunécnéd proliferace, diferenciace,
DNA opravné mechanismy, regulace bunééného cyklu, odpovéd’ na oxidativni stres a

starnuti (Burgering, 2008).

insulin/ ristove faktory

fosfolipidova dvojvrstva bun&iné membrany

apoptdza

/. odpovéd na oxidativni stres
DNA opravy

/

/

zadrieni bun&iného
cyklu

‘-‘—"‘H"""--

metabolismus glukdzy

energetickd homeostdiza

Obr. 2.3 Shrnuti funkce FOXO proteimi. Obrazek byl pievzat a upraven z (Carter a Brunet, 2007).
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2.3 Regulace a funkce FOXO transkrip¢nich faktori

Primarni struktura FOXO1, FOXO3 a FOXO6 proteint je tvofena sekvenci cca 650
aminokyselin, FOXO4 obsahuje kolem 500 aminokyselin. Molekuly FOXO proteini jsou
tvofeny Ctyimi doménami: DNA-vazebnou doménou, jadernym lokaliza¢nim signalem,
jadernou exportni sekvenci a transaktivacni doménou na C-konci (Obsil a Obsilova, 2008).

14-3-3 vazebna mista

AKT/PKB AKT_.I'PKB AKT/PKE
SGK SGH Jadernd exportni
; (? sek\rence

DNA-va lEb“ﬂ domeéna jadern'j lokalizaéni Transaktivaéni
signal doména

Obr. 2.4 Schematické znazornéni domén FOXO proteinii. Ptevzato a upraveno z (Obsil a Obsilova,
2008).

Aktivita FOXO proteini je regulovdna prostfednictvim série posttranslacnich
modifikaci, které ptsobi jak aktivacnég, tak inhibi¢né. Patii mezi né€ naptiklad fosforylace,
acetylace a ubiquitinace. Aktivni FOXO proteiny se nachézi v jadre, kde se ucastni exprese
cilovych genii (viz obr. 2.3, str. 14). Posttranslacni modifikace ovliviiuji bunécnou
lokalizaci FOXO proteinti a jejich DNA-vazebnou afinitu. Pfitomnost jaderného
lokaliza¢niho signalu je ptfedpokladem pro import do jadra, kdeZto pfitomnost jaderné
exportni sekvence je predpokladem pro jeho lokalizaci v cytosolu. FOXO proteiny obsahuji
obé tyto domény (viz obr. 2.4), orientace FOXO proteinti v jadfe a mimo jadro je
modulovana fosforylaci, zprosttedkovanou kinasami, a interakci s nékterymi dalSimi
proteiny (Wang, Zhou a Graves, 2014). Dale bude uvedena predevsim regulace funkce

FOXO3 transkripéniho faktoru.

2.3.1 Regulace funkce FOXO03 prostrednictvim fosforylace

Insulin/PI3K/Akt signalni drédha je hlavnim regulatorem aktivity FOXO proteini
(Carter a Brunet, 2007). Serin/threonin proteinkinasy PKB (proteinkinasa B), ktera byva
rovnéz oznaCovana jako Akt, a SGK (sérum a glukokortikoid-regulovana proteinkinasa)
jsou dulezitymi komponentami této signalni drdhy. Tyto dv€ kinasy rozpoznavaji

aminokyselinovy motiv RXRXXS/T, kde R je arginin, S/T znaci serin nebo threonin, ktery
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je fosforylovan, a X je symbolem pro libovolnou aminokyselinu (Xie, Chen a Yuan, 2012).
Primarni aminokyselinova sekvence FOXO3 proteinu obsahuje tfi fosforyla¢ni mista pro
Akt/PKB a SGK, jde o Thr32, Ser253 a Ser315. Akt piednostné fosforyluje Ser253,
zatimco SGK primarn¢ fosforyluje Ser315, Thr32 je stejné efektivné fosforylovan obéma
kinasami (Brunet ef al., 2001). Fosforylaci dvou fosforyla¢nich mist (viz obr. 2.4, str. 15),
Thr32 a Ser253, vznikaji dvé vazebna mista pro 14-3-3 protein, jehoZz navazani zpusobi
export FOXO3 proteinu z jadra a zaroven brani jeho opétovnému vstupu do jadra (Rena et
al., 2002).

FOXO3 je defosforylovan, a tim aktivovan, fosfatasou PPA2 (protein phosphatase
2A) (Liu et al., 2012).

2.3.2 Regulace funkce FOXO03 prostrednictvim acetylace

Podobné jako fosforylace, acetylace FOXO proteint ovlivituje jejich biologickou
funkci. DNA-vazebna aktivita FOXO proteint je indukovéana deacetylaci a potlacena jejich
acetylaci (Wang, Zhou a Graves., 2014). Acetylované formy FOXO3 proteinu maji nizsi
DNA-vazebnou afinitu a jsou efektivnéji fosforylovany prostfednictvim Akt. (Daitoku,
Sakamaki a Fukamizu, 2011). Acetylace a deacetylace je zprostfedkovana
acetyltransferasou resp. deacetylasou. Acetylaci FOXO3 proteinu zprostiedkovava enzym
CBP neboli CREB vazebny protein (z angl. cAMP response element binding protein) popf.
jemu piibuzny p300. Deacetylaci zprostfedkovava enzym SIRTI1 neboli Sirtuin 1 (Xie,
Chen a Yuan, 2012).

Acetylovano je n¢kolik lysinovych residui v aminokyselinové sekvenci FOXO3
proteinu, z nichZ tfi se nachézi v jejich DNA-vazebné doméné¢ (Obsil a Obsilova, 2008).
Jde o acetylaci Lys242 a Lys245. Lys245 ptimo interaguje s DNA (viz oddil 2.5.1, str. 20)
(Daitoku, Sakamaki a Fukamizu, 2011). Vice acetylované formy FOXO3 uptednostiiuji
expresi proapoptotickych genti, jako jsou Bim, TRAIL a FasL, kdezto mén¢ acetylované
formy upfednostiiuji expresi antioxidantli a cytoprotektivnich genti (Wang, Zhou a Graves,
2014).

SIRT1 svou deacetyla¢ni funkci hraje vyznamnou roli v dlouhovékosti, zvySuje
odolnost vii¢i oxidativnimu stresu, inhibuje schopnost FOXO3 proteinu indukovat proces
apoptozy, ale zaroven zvysuje schopnost FOXO3 proteinu zastavit bunécny cyklus (Xie,

Chen a Yuan, 2012).
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2.3.3 Regulace funkce FOXO03 prostrednictvim
ubiquitinace

Ubiquitinace hraje rovnéz dilezitou roli pfi regulaci FOXO proteinti. FOXO
proteiny podléhaji jak monoubiquitinaci, tak polyubiquitinaci (Wang, Zhou a Graves,
2014).

Existuje nékolik ubiquitinovych E3 ligas, které jsou nezbytné pro ubiquitinaci
FOXO proteint. E3 ligasa MDM2 (z angl. mouse double minute 2) se vaze na FOXO3 a
indukuje jeho degradaci na proteinovych komplexech, proteasomech (Xie, Chen a Yuan,
2012).

Monoubiquitinace je indukovadna oxidativnim stresem a ma opacny Uc¢inek nez
polyubiquitinace, zvySuje podil FOXO3 proteinu lokalizovanych v jadfe a jejich
transkripéni aktivitu (Xie, Chen a Yuan, 2012).

Obr. 2.5 Shrnuti regulace a funkce FOXO3 proteinu. Obrazek byl pfevzat a upraven z (Daitoku et
al., 2011). Biologickd funkce FOXO3 proteinu je modulovana prostfednictvim série
posttransla¢nich modifikaci. Fosforylace FOXO3 proteinu prostfednictvim Akt proteinkinasy
pulsobi inhibi¢né, indukuje transport FOXO3 proteinu z jadra, ¢imZ znemoziuje plnéni jeho funkce
coby transkripcniho faktoru, defosforylace prostiednictvim PP2A plisobi naopak aktivacné. Vazba
14-3-3 proteinu na dvé vazebna mista, ktera vznikaji fosforylaci Thr32 a Ser253, zptisobi transport
FOXO3 proteinu do cytosolu. Acetylace FOXO3 proteinu prostfednictvim CBP acetyltransferasy
pusobi inhibi¢né, vice acetylované formy FOXO3 maji niz§i DNA-vazebnou afinitu, deacetylace,
zprostfedkovana SIRT1 deacetylasou, plsobi aktivacné. Acetylované formy FOXO3 jsou
efektivnéji fosforylované Akt kinasou.
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2.4 Struktura DNA-vazebné domény FOXO
transkripc¢nich faktori

Primarni a podobné¢ i sekundarni struktura DBD forkhead transkripcnich faktora si
zachovava uréity motiv (viz obr. 2.6). DNA-vazebna doména je sekvenci cca 100
aminokyselin, nékdy byva oznaovana jako "winged-helix" doména (z angl. wing — kiidlo)
podle svého charakteristického tvaru pfipominajiciho motyli kiidla. Sekundéarni struktura
DNA-vazebné domény forkhead transkrip¢nich faktort je tvofena tfemi a helixy (H1, H2
a H3), tfemi B-skladanymi listy (S1, S2 a S3) a dvéma smyckami (W1 a W2), angl.
oznaCovanymi jako wings (z angl. wings — kiidla), tvoficimi tvar motylich kiidel.
Uspotéadani sekundarnich struktur je (od N-konce) H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 (viz obr.
2.6).

N-koncova ¢ast DNA-vazebné domény je tvofena klastrem tfi a helixd, H1, H2 a
H3. Segment S1, vloZeny mezi o helixy H1 a H2, interaguje se segmenty S2 a S3 a vytvafi
strukturu, kde jsou jednotlivé B struktury orientovany antiparalelné. Nékteré forkhead
transkripéni faktory obsahuji ve své DNA-vazebné doméné navic o helix H4 mezi a helixy
H2 a H3 (viz obr. 2.6), ptipadné a helix H5 mezi B skladanym listem S3 a smyckou W2
(Obsil a Obsilova, 2008).

H1

81 H2 H4 H3 S2
—3 o— -

FOX03 150 CSERRJAWGNTSMADTTITRATESS PORRLAsOT¥EWiiVRCVPY FRDRGDSNSSAGNIIUS IREINLSLHSRE 220
FOX0l 153 3S5RRNANGNT.SHADLITFATESSAFRRLMNEIOT Y EWMYR SV PYFRDRGDSNSSAGWRLEIRENTSLHSEE 223
FOX0O4 94 GGSRENAICGNCEFAFTISCATES:PFRRLIADTY FNMVRTY PYFRDEGDSNESACWEREIIEENT STHSKE 164
FOX06 81 KSSRRNANGNLSYADLITFAIESAPDERLTLSOIYDWMVRYVEYFRDEGDSNSSAGWENSIRANLSLHTRE 151

S2 w1 jﬁ W2

I_v
FOX03 221 MEVONEGTGRSSWI INEDGGRSEEAFEAVEMDNSNEYTRSRGRARERR 271
FoxX0l 224 IfVONEGTG MILNPEGGESGR SPRRRARSMONNSFFARSRSRALERR 274
FOX04 165 IFVHNEATG MLNEEGGRSGRAPRRRALSMD S SSFLLRGRSFAPRRR 215

FOX06 152 IRVCNEGTGESSWWMLNPEGGETGRTPRERAVSMIONGARFLRIEGEASERR 202

Obr. 2.6 Sekvencni srovnani DNA-vazebnych domén lidskych FOXO transkripcnich faktorii. Svétle
modfe jsou vyznaceny aminokyseliny, které jsou konzervovany u vSech zastupctit FOXO proteint,
tmavé modfe jsou zvyraznény aminokyseliny U¢astnici se vazby DNA. Sekundarni struktura je
uvedena nad primarni aminokyselinovou sekvenci, valce reprezentuji o helixy, Sipky znazornuji
oblasti s B strukturou. Obrazek byl pievzat a upraven z (Obsil a Obsilova, 2008).
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2.4.1 Struktura DNA-vazebné domény FOX03

DNA-vazebna doména FOXO3 je tvofena ¢tyfmi a helixy H1, H2, H3 a H4,
dvéma P skladanymi listy S2 a S3 a dvéma smyckami W1 a W2 (viz obr. 2.7) (Wang et
al., 2008).

N-konec

C-konec

Obr. 2.7 NMR struktura FOXO3 DNA-vazebné domény. Obrazek byl vytvoten v programu The
PyMol Molecular Graphics System, v.0.99, Shrodinger, LLC. Struktura byla pievzata z (Wang et
al., 2008).

2.5 Interakce FOXO proteini s DNA

DNA-vazebnd doména forkhead transkripénich faktorti interaguje s DNA
prostiednictvim specifickych i1 nespecifickych interakci. Rezidua DNA-vazebné domény
zprostredkujici specifickou interakci s DNA jsou konzervovana u vSech forkhead
transkripénich faktort (viz obr. 2.6, str. 18) (Obsil a Obsilova, 2011).

FOXO transkrip¢ni faktory rozpoznavaji dvé sekvence DNA, a to
5’-GTAAA(T/C)AA-3’, tzv. DBE (z angl. Daf-16 family member-binding element), a
5-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’, tzv. IRE (insulin responsivni element). Ob¢ tyto DNA
sekvence obsahuji centralni motiv: 5'-(A/C)AA(C/T)A-3", rozpozndvany DNA-vazebnymi
doménami vSech forkhead transkripénich faktora (Vacha et al., 2013).

Pti interakci s rozpoznavanou sekvenci DNA se o helix H3 vaze do velkého Zlabku
dvousroubovice piiblizné kolmo na jeji osu (viz obr. 2.8, str. 21) a je kliCovy pro
specifickou vazbu DNA. Dalsi rezidua, ktera se podili na vazbé dvousroubovice DNA, se
nachazi v oblastech smyc¢ek W1 a W2, a helixu H1 a B struktury S3 (viz obr. 2.8, str. 21).

Postranni fetézce rezidui a helixu H3 interaguji s molekulou DNA prostfednictvim

pfimych i molekulami vody zprostfedkovanych vodikovych mustkli a van der Waalsovych
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interakci, tj. dochazi ke specifické interakci postrannich fetézcli aminokyselin s purinovymi
a pyrimidinovymi bazemi molekuly DNA. Zaroven dochazi i k nespecifické interakci
postrannich fetézci aminokyselin o helixu H3 s fosfatovou kostrou molekuly DNA.
Rezidua W1 a W2 smycky FOXO transkrip¢nich faktort interaguji pouze s fosfatovymi
skupinami cukr-fosfatové kostry DNA, pomahaji tedy stabilizovat komplex protein-DNA,
ale nijak nepfispivaji k vazebné specifit¢ (Obsil a Obsilova, 2011).

2.5.1 Interakce DNA-vazebné domény FOX03 s DNA

FOXO3 DNA-vazebnd doména pii vazbé molekuly DNA prodélava tadu
strukturnich zmén. V komplexu s dvousroubovici DNA je jeji struktura tvofena tiemi o
helixy (H1, H2 a H3), tfemi B skladanymi listy (S1, S2 a S3) a jednou smyckou (W1).
Smycka W2 méni konformaci na spiralu na C-konci (viz obr. 2.8, str. 21), oblast a helixu
H4 (viz obr. 2.8, str. 21) je v komplexu s molekulou DNA nestrukturovana.

Helix H3 se vdze na molekulu DNA v misté velkého zlabku témet kolmo na jeji
osu. Rezidua a helixu H3, kterd jsou klicova pro specifickou vazbu DNA, jsou Asn208,
Ser215, Arg211, His212 (viz obr. 2.8, str. 21). Tato rezidua interaguji s DNA specificky
prostfednictvim vodikovych mustkd a van der Waalsovych interakci, ale i nespecificky
interakci s fosfatovymi skupinami cukr-fosfatové kostry DNA (Ser215, Lys207).
Methylové skupiny thyminovych bazi interaguji s postrannimi fetézci aminokyselin
DNA-vazebné domény prostiednictvim van der Waalsovych interakci a jsou proto klicové
pro rozpoznani DNA proteinem FOXO3 (Tsai ef al., 2007).

C-konec DNA-vazebné domény FOXO3 zaujima v komplexu s DNA strukturu
spiraly a interaguje s velkym zldbkem (viz obr. 2.8, str. 21). Bazicka rezidua Arg248-
Arg249-Arg250, jez jsou zachovana i u ostatnich FOXO proteind, vytvafi iontové pary
s fosfatovymi skupinami cukr-fosfatové kostry DNA ve velkém Zlabku. Ser253 interaguje
s fosfatovou skupinou cukr-fosfatové kostry DNA, zarovei je fosforylaénim mistem pro
PKB (viz oddil 2.3.1, str. 15).

Postranni fetézce rezidui smycky W1 se rovnéz podili na vazbé DNA interakci
s fosfatovymi skupinami cukr-fosfatové kostry DNA (viz obr. 2.8, str. 21), mohou piispivat
ke stabilizaci komplexu DNA-protein, ale pfimo se nepodili na specifickém rozpoznavani

DNA (Tsai et al., 2007).
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C-koncova DNA-DBE

spirala

Obr. 2.8 Znazorneni interakci DBD FOXO3 s molekulou DNA obsahujici DBE motiv Obrazek
nalevo schematicky znazornuje interakce DBD proteinu FOXO3 s DNA obsahujici DBE motiv
(vyznacCen zeleng), specifické interakce jsou vyznaceny Sipkami, plné ¢ary symbolizuji vodikové
vazby, preruSované ¢ary van der Waalsovy interakce (Tsai et al., 2007). Napravo je krystalova
struktura DBD proteinu FOXO3 v komplexu s molekulou DNA (sekvence na obrazku nalevo).
Obrazek napravo byl vytvofen v programu The PyMol Molecular Graphics System, v.0.99,
Shrodinger, LLC.

2.6 Inhibice vazby FOX DNA-vazebné domény a DNA

Biologicky vyznam FOX proteinli podnécuje snahu o nalezeni a charakterizaci
vhodnych inhibitori, které maji klinicky vyznam.

Inhibice je d¢j vedouci ke zpomaleni az iplnému zastaveni chemické reakce a mtize
probihat jak reverzibilng, tak ireverzibiln€. Inhibitor je latka, ktera i pfi nizké koncentraci
zpomaluje nebo prakticky znemoziiuje pribéh chemické reakce (Vohlidal, 2001).
Nizkomolekularni inhibitory vazby FOX DBD transkrip¢nich faktori a DNA interaguji
s DBD, destabilizuji DNA-DBD komplex, a tim snizuji aktivitu FOX proteinii, coby
transkripénich faktord. Vazebnou afinitu je zvykem vyjadfovat pomoci disociacni
konstanty, Kp. Kp pro specificky rozpoznavany motiv DNA je fadové 1077, Kp pro IRE
vazebny motiv je o néco vyssi neZ pro DBE vazebny motiv (oba motivy nukleotidl viz str.
19). DNA-vazebna doména FOXO4 transkripénich faktor vaze sekvenci IRE s pfiblizné
4x niz$i afinitou nez sekvenci DBE (Vacha et al., 2013). V dtsledku toho byla DNA s IRE
motivem vybrana pro EMSA experimenty v této praci. Potencialni inhibitor je takovy, ktery

se svou Kp vici DBD blizi Kp pro vazbu DBD a DNA.
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Ptedchozi studie ukazaly, ze vhodné nizkomolekularni slouceniny interagujici
s DNA-vazebnou doménou FOX transkrip¢nich faktorti inhibuji jejich funkci, a tim expresi
cilovych genii. Bylo publikovano nékolik nizkomolekularnich slouc¢enin (Kp pro vazbu
s DBD tadové 107) inhibujicich ¢innost FOXM1 transkrip&nich faktori in vivo (Gormally
etal., 2014).

Inhibice vazby DBD FOX transkripcnich faktort muze byt sledovana pomoci
raznych fyzikalné-chemickych metod, mezi néz patii napt. zména fluorescencni polarizace,
analyza elektroforetick¢ mobility, analyza elektroforetické mobility (EMSA), a nukledrni

magnetickd rezonance.

2.6.1 Inhibitory vazby FOX03 DBD s DNA a jejich vyznam

U bunék ziskanych z biopsii neuroblastomu, embryonalniho maligniho nadoru
raného détského veku, se ukazalo, ze zvyseny obsah FOXO3 proteinu v jadie a fosforylace
Thr32 koreluje s pokrocilym, IV., stadiem tohoto druhu rakoviny. Vlivem hypoxického
prostfedi a DNA poskozujicich latek, vyuzivanymi pfi chemoterapii, dochédzi ke zvySovani
koncentrace FOXO3 proteinu v jadie a jeho aktivaci, a to i ptes fosforylaci Thr32 (viz oddil
2.3.1, str. 15). V jadie FOXO3 transkripcni faktor pasobi jako regulator homeostazy,
podporuje rast nadorovych bunék, nadorovou angiogenezi a odolnost nadorovych bunék
vici chemoterapii (Hagenbuchner ef al., 2016).

Virtualnim prohledavanim knihovny 330 000 nizkomolekularnich latek bylo
vybrano 130 potencialnich inhibitortt vazby FOXO3 DBD s DNA. Tyto byly podrobeny
biologickym testiim. P&t sloucenin prokazateln€ inhibovalo proces FOXO3 indukované
apoptozy in vivo (biologické testy byly provedeny na Medizinische Universitdt Innsbruck,
Austria). Jednou z téchto sloucenin byla sloucenina S9,

N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-N'-(4-propoxyphenyl)guanidin.

o)
Hee” NH N&°

Obr. 2.9 Struktura slouceniny S9, N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-N'-(4-propoxyphenyl)guanidin.
Obrazek byl nakreslen v programu ACD/ChemSketch, Freeware version, Advanced Chemistry
Development, Inc., Toronto, On, Canada, www.acdlabs.com, 2015.
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3 Cile prace

1.

Exprese a purifikace neznacené a izotopem N zna¢ené DNA-vazebné domény

proteinu FOXO3 (sekvence aminokyselin 156-269).

Ovéfeni potencialu nizkomolekularni slou¢eniny S9 oxalat inhibovat vazbu
DNA-vazebné domény proteinu FOXO3 s dvousroubovici DNA obsahujici IRE
motiv pomoci analyzy elektroforetické mobility (EMSA).

Studium interakci mezi FOXO3 DBD a slouc¢eninou S9 oxalat pomoci metod

NMR a molekulového dokovani.
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4 Materialy a metody
4.2 Pouzity material

4.2.1 Seznam chemikalii

Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

azid sodny PENTA (Ceska republika)

Bradfordovo ¢inidlo______ Sigma-Aldrich Corporation (USA)
bromfenolova modt | Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
CBB G-250 Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Né¢mecko)
d-bioting Sigma-Aldrich Corporation (USA)
D-glukéza Sigma-Aldrich Corporation (USA)

PENTA (Ceské republika)

Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

PENTA (Ceské republika)

EDTA Sigma-Aldrich Corporation (USA)
formaldehyd PENTA (Ceska republika)
glycerol Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

PENTA (Ceské republika)

PENTA (Ceské republika)

PENTA (Ceské republika)

chlorid hote¢naty (hexahydrat) LACH-NER, s.r.0. (Ceské republika)

chlorid kobaltnaty (hexahydrat) PENTA (Ceské republika)

chlorid manganaty (tetrahydrat) PENTA (Ceské republika)

chlorid méd’naty (dihydrat) PENTA (Ceské republika)

chlorid sodny PENTA (Ceské republika)

chlorid vapenaty PENTA (Ceské republika)
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PENTA (Ceska republika)

PENTA (Ceské republika)

IPTG EMD Biosciences, Inc. (Némecko)

isopropanol PENTA (Ceska republika)

kalibra¢ni pufry (pH = 4,01, 7,01) Hanna Instruments Czech s.r.o. (Ceské republika)

SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)

PENTA (Ceské republika)

PENTA (Ceské republika)

Lachema, s.r.0. (Ceska republika)

PENTA (Ceské republika)
SERVA Electrophoresis Gmbh (Némecko)

PMSF Sigma-Aldrich Corporation (USA)

pripravena RNDr. V. Obsilovou, Ph.D.

Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Rotiphorese gel Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

siran hote¢naty (heptahydrat) PENTA (Ceské republika)

siran sodny (dekahydrat) PENTA (Ceské republika)

thiamin Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
TCEP. Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
tézkovoda Euriso-top Gmbh (Némecko)

LACH-NER, s.r.0. (Ceské republika)

TRIS Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)

Y ON. Carl Roth Gmbh & Co. Kg (Némecko)
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4.2.2 Pouzité pristroje

centrifuga 5415D

centrifuga MiniSpin PL-109

850MHz NMR spektrometr Avance I11
peristalticka pumpa
predvazky EG-420NM___
Shaking inkubator NB-205
spektrofotometr IMPLEN P300

spektrofotometr NanoDrop

spektrofotometr UV-1800 s Peltierovym

termostatem S-1700
stroj na vyrobu ledu
suchy ohtivac

vortex ZX3

Nova Capital Ltd. (Velka Britanie)
GE Healthcare (USA)

KERN & SOHN (Némecko)
Eppendorf AG (Némecko)

HERMLE Labortechnik GmbH
(Némecko)

Eppendorf AG (Némecko)

Eppendorf AG (Némecko)

Bruker (USA)

IDEX Health & Science (Svycarsko)
KERN & SOHN (Némecko)
N-BIOTEK, Inc. (Korejska republika)
BioTech (USA)

Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)

Shimadzu Corporation (Japonsko)

Brema Ice Makers (Itélie)

Grant Instruments (Velké Britanie)
VELP Scientifica (Italie)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
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4.2.3 Ostatni pomiicky

aparatura pro vertikalni elektroforézu

automatické pipety

E.coli BL21(DE3)

filtry o velikosti porti 0,45 pm

GST Sepharose® 4 Fast Flow

injek¢ni stiikacky

kolona pro GST chromatografii
kolona Mono S® 5/50 GL

kolona HiLoad™ 26/600

Superdex™ 75 pg

koncentratory VIVASPIN TURBO 15

kifemenné kyvety

svorky na dialyzacni membrany

plastové zkumavky
Shigemi kyvety

SP sepharosa

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
Eppendorf AG (Némecko)

SERVA Electrophoresis Gmbh
(Némecko)

Stratagene Corporation (USA)

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

B. Braun Melsungen AG (Némecko)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

Sartorius Lab Instruments GmbH &
Co. KG (Némecko)

SERVA Electrophoresis Gmbh
(Némecko)

Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
Shigemi, Inc (Japonsko)
GE Healthcare (USA)
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4.3 Pouzité metody
4.3.1 Exprese a purifikace FOX03156-269

4.3.1.1 Exprese

DNA-vazebna doména FOXO3 proteinu (sekvence 156-269) byla exprimovana
jako fuzni protein s GST kotvou (M; = 26 kDa) na N-konci v bunkach E. coli, kmen
BL21(DE3). Gen pro FOXO3is62¢90 v plasmidu p-GEX-6P-1 byl =ziskdn od
Assoc.Prof. PD.Dr. M. J. Ausserlechnera, Medizinische Universitit Innsbruck.

Sterilné¢ bylo zaloZeno n&kolik bakteridlnich kultur. Do 3-8 S5ml sklenénych
zkumavek obsahujicich LB médium (Luria Bertani) (sloZzeni LB média viz tab. 4.1, str. 29)
bylo pipetovano 5 pl roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Plasmid p-GEX-6P-1
obsahuje gen pro rezistenci vaci ampicilinu, pfidavek ampicilinu zajisti narist pouze
bunécné kultury vybavené timto plasmidem. Poté bylo do kazdé zkumavky pipetovano
5 pl glycerolové konzervy, obsahujici 700 pl bunééné kultury a 300 pl sterilniho glycerolu.
Zkumavky byly uzavieny kovovymi vicky a byly inkubovany pies noc pti 180 rpm a teploté
37 °C.

Bunéénd kultura z kazdé zkumavky byla pfenesena do 11 Erlenmeyerovy banky
obsahujici 900 ml sterilniho LB média a ampicilinu o koncentraci 100 pg/ml. Baniky byly
inkubovany za stalého tfepani pfi 190 rpm a teploté 37 °C. V lhod intervalech byly
odebirany vzorky a byla méfena jejich opticka denzita, OD, pti vlnové délce 600 nm. ODsoo
je pfimo umérnd mnozstvi bunék v suspenzi. Jako pozadi bylo pouzito ¢ist¢é LB médium.
P#i dosazené hodnoté ODggo = 0,5 cm™! byla teplota sniZena na 20 °C. Exprese genu pro
FOXO3 156269, a tim 1 proteosyntéza, byla indukovéana pfi ODgoo = 0,8 cm™! pfidavkem 1 ml
0,5M IPTG (isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid). Gen pro protein FOXO31s56.269 je
v plasmidu p-GEX-6P-1 zaklonovan v oblasti /ac operonu. IPTG je latka strukturné
podobna allolaktose, metabolitu laktosy, stejné tak jako laktosa se vaze na lac represor,
ktery je uvolnén z /ac operatoru, coZ umozni transkripci gent /ac operonu. Nasledovala
inkubace pii 20 °C pti 190 rpm pies noc (12-15 hodin).

Druhy den byla bunécna kultura centrifugovana pii 3000 rpm a teploté 4 °C po dobu

20 minut. Supernatant byl slit a peleta z 3 1 LB média byla resuspendovana pfi teploté
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4 °C ve 100 ml lyza¢niho pufru (slozeni viz tab. 4.2). Bunétna suspenze byla v 50ml

plastovych zkumavkach zamrazena v - 80 °C.

Tab. 4.1 Slozeni LB média, 11

Chemikalie Odméiené mnozstvi
trypton 10g

NaCl 10g
kvasinkovy extrakt 5¢g

Tab. 4.2 Slozeni lyzacniho pufru, 100 ml
Chemikalie

Odméfené mnozstvi

10x PBS (slozeni viz tab. 4.3)
1,4-dithiothreitol
0,5M roztok EDTA (pH = 8)

Tab. 4.3 Slozeni 10% koncentrovaného PBS pufru, 11

20 ml
0,154 g
200 pl

Chemikalie Odméiené mnozstvi
NaCl 80 g

KCl 2¢g

KH2PO4 24¢
NaHPO4-2H>O 144 ¢

NaN3 0,4 ¢

4.3.1.2 Lyze bunék

Buné¢na suspenze byla rozmrazena a pii 4 °C byla za stalého michéni inkubovéna

s 10 mg lysozymu na bunécnou suspenzi z 3 1 LB média. Lysozym je enzym schopny

narusit bunécnou sténu bakterii a pomoci tak uvolnéni bunééného obsahu do okolniho

roztoku. Proces uvolnéni proteinu FOXO3156.269 z bun€k E. coli do okolniho roztoku byl

dokoncen sonikaci, pii které je za ucelem rozruSeni bunécné st€ény na bunécnou suspenzi

aplikovana ultrazvukova vlna. Bunécna suspenze byla sonikovana s celkovym ¢asem trvani

pulzu 16 minut a vykonem pulzu 55 W v cyklech 15 s ON (zapnuty pulz),
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45 s OFF (vypnuty pulz). Pfed sonikaci byl do suspenze ptidain 1 ml PMSF (fenyl-
methylsulfonylfluorid), inhibitoru serinovych proteas. Bunécnd suspenze se vlivem
ultrazvukového pulzu zahtiva, proto bylo nutné sonikaci provadeét pti teploté 0 °C ve vodni
lazni s ledem.

Po sonikaci byla bunécna suspenze rozlita do kyvet, které byly vyvazeny, a byla
centrifugovana pii 13500 rpm a teploté 4 °C po dobu 45 minut. Supernatant, ve kterém byl

ptitomen purifikovany protein, ale i fada dalSich proteinti, byl uchovan pfi teploté 0 °C.

4.3.1.3 GST afinitni chromatografie

Glutathion-S-transferasova kotva (GST) na N-konci FOXO3s6.260 proteinu je
afinitni kotvou o sekvenci 211 aminokyselin. Glutathion-S-transferasa je enzym, jehoz
specifickym substratem je glutathion, tripeptid Glu-Cys-Gly. Je-li redukovany glutathion
imobilizovan na stacionarni fazi kolony (agarosa) prostfednictvim své sulfuhydrylové
skupiny, dochazi k navazani proteinti s GST afinitni kotvou na kolon¢ interakci enzym-
substrat. Naslednou eluci vhodnym elu¢nim roztokem dojde k uvolnéni proteinu s GST
kotvou a jeho eluci. Za timto uc¢elem je mozné pouzit roztok s nadbytkem redukovaného

glutahionu (Frangioni a Neel, 1993).

H,M
i OH
Egﬂ rosova

nadplh kolony

D\D/\!H/\ﬂm”\,&ﬁ\/‘\rﬁ”
1

HO 0
imobilizovany glutathion

Obr. 4.1 Agarosova napln kolony pro GST afinitni chromatografii s imobilizovanym glutathionem.
Obrazek byl pfevzat a upraven dne 16. 4. 2018 z https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-
science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-
protein-methods/gst-tagged-proteins-production-purification.html.

Na lyzat bunécné kultury péstované ve 3 1 LB média byla plastova kolona naplnéna

5 ml Glutathion Sepharosy® 4 Fast Flow. Kolona byla pomoci peristaltické pumpy
promyta 15 ml pufru pro GST chromatografii (sloZzeni viz tab. 4.4, str. 31). Bunéény lyzat
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byl inkubovén s glutathion sepharosou za stdlého michani pfi teploté¢ 4 °C po dobu 30
minut, aby doslo k navazani co nejvétsiho mnozstvi FOXO3-GST na povrchu stacionarni
faze. Po naneseni glutathion sepharosy zpét na kolonu byla kolona pomoci peristaltické
pumpy promyta 400 ml pufru pro GST chromatografii, aby doslo k vymyti veskerych latek,
které se nezachytily na kolon¢. Eluce byla provedena gravitacné 60 ml elu¢niho pufru
(slozeni viz tab. 4.5) s nadbytkem redukovaného glutathionu. Frakce byly jimany do Sesti
I15ml plastovych zkumavek. Béhem eluce byly odebirany vzorky pro reakci
s Bradfordovym ¢inidlem (2 + 2 pl), bylo tak orientacné stanoveno, ve kterych frakcich je
eluovan protein.

Kolona byla po GST afinitni chromatografii ihned regenerovana promytim 20 ml
70% ethanolu, poté 25 ml 1x koncentrovaného PBS pufru (slozeni 10x koncentrovaného
pufru viz tab. 4.3, str. 29), jehoz pH bylo upraveno na 7,3, nasledné byla kolona promyta
10 ml filtrovaného 6M roztoku guanidin hydrochloridu (57 g guanidin hydrochloridu na
100 ml roztoku), poté byla opét promyta 25 ml 1x koncentrovaného PBS pufru a byla

uchovana v 20% ethanolu.

Tab. 4.4 Slozeni pufru pro GST chromatografii, 500 ml

Chemikalie Odméiené mnozstvi
IM roztok Tris (pH = 7,5) 10 ml

NaCl I5¢

0,5M roztok EDTA 1 ml
1,4-dithiothreitol 0,78 g
glycerol 50g

Tab. 4.5 Slozeni elucniho roztoku pro GST chromatografii, pH = 8

Chemikalie Odmétené mnozstvi
pufr pro GST chr. (viz tab. 4.4) 60 ml
glutathion 0,186 g
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4.3.1.4 Dialyza a odstépeni GST kotvy

Pti dialyze dochézi k difzi latek z prostfedi o vysSsi koncentraci do prostiedi s nizsi
koncentraci a pruchodu nékterych molekul polopropustnou membranou. Polopropustna
membrana umoziuje prichod molekul mensich, nez je velikost jejich pért. Roztok
proteinu byl vlozen do polopropustné dialyza¢ni membrany, majici v sob& pory o velikosti
mensi, nez je velikost proteinu FOXO3is62¢0. Byla pouzita dialyzacni membrana
propoustéjici molekuly do relativni molekulové hmotnosti 6-8 kDa. Roztok proteinu byl
dialyzovan v pufru pro dialyzu (slozeni viz tab. 4.6) za stalého michani pfi teploté 4 °C.

Pro dalsi pouziti proteinu FOXO3156-269 je ptitomnost GST afinitni kotvy nezadouci,
a musi byt proto odstépena. Stépeni bylo provedeno piimo v priibéhu dialyzy pomoci
enzymu PreScission proteasy. PreScission proteasa je enzym, ktery specificky $tépi vazbu
mezi glutaminem a glycinem v rozpoznavaci sekvenci: Leu-Glu-Val-Phe-Gln-Gly-Pro. Pro
kvantitativni odstépeni GST afinitni kotvy je potfeba pouzit 10 U PreScission proteasy na
1 mg proteinu. Vytézek proteinu s GST afinitni kotvou, exprimovaného ve 3 1 LB média,
po GST afinitni chromatografii byl maximalné¢ 90 mg. S roztokem proteinu bylo do
dialyzacni membrany pipetovano 300 pl PreScission proteasy (¢ = 3030 U/ml) na roztok
proteinu exprimovaného v bunikdch E. coli, jejichz kolonie byly péstovany ve 3 1 LB média.

Dialyza do pufru pro dialyzu a soucasné $tépeni probihaly vzdy minimalné po dobu
6 hodin. Po 6 hodinach dialyzy a soucasného $tépeni byla dialyzacni membrana obsahujici
protein FOXO3156.269 a 0dStépenou GST kotvu v pufru pro dialyzu pfemisténa do pufru pro
kationtové-vyménnou chromatografii (slozeni viz tab. 4.7, str. 33). pH pufru pro
kationtové-vyménnou chromatografii bylo upraveno na 6,3.

Po dialyze byl roztok z dialyza¢ni membréany centrifugovan pii 2800 rpm a teploté

4 °C po dobu 5 minut a prefiltrovan ptes filtr o velikosti porti 0,45 pm.

Tab. 4.6 Slozeni pufru pro dialyzu, 11

Chemikalie Odméiené mnozstvi
IM roztok Tris (pH =7,5) 20 ml

NaCl 5.8¢

0,5M roztok EDTA 2 ml
1,4-dithiothreitol 0,154 g
glycerol 100 g
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Tab. 4.7 Slozeni pufru pro kationtové-vymennou chromatografii, 1 I, pH = 6,3

Chemikalie Odméiené mnozstvi
monohydrat kyseliny citronové 11,5¢g

0,5M roztok EDTA (pH = 8) 2 ml
1,4-dithiothreitol 0,308 g

4.3.1.5 Kationtové-vyménna chromatografie

Kationtové-vyménna chromatografie je chromatografickou metodou, kde
stacionarni fazi predstavuje meni¢ iontl, katex, schopny vymény kladné nabitych iontl
(Opekar et al., 2010). Pii chromatografii dochazi k reverzibilni vyméné kladné nabitych
iontli navazanych na funkéni skupiny staciondrni faze za kladné nabité molekuly proteinu.
Kladny naboj proteinu FOXO356.269 je zabezpefen hodnotou pH pufru pro kationtové-
vyménnou chromatografii (pH = 6,3), slozeni viz tab. 4.7, ktera je nizsi nez teoreticka
hodnota pl proteinu. Hodnota pl odpovida tzv. izoelektrickému bodu, jedna se o hodnotu
pH, kdy je celkovy néboj proteinu roven nule. Pro FOXO3156.269 je hodnota pI = 10,24, tato
hodnota byla ziskdna pomoci néstroje ProtParam tool, dostupného na
https://web.expasy.org/protparam/.

Protein byl nejprve nadavkovan na kolonu, ekvilibrovanou pufrem pro kationtoveé-
vyménnou chromatografii (sloZeni viz tab. 4.7), poté byl eluovan gradientem koncentrace
NaCl. V priubéhu gradientové eluce dochazi k postupnému vytésiiovani kladné nabitych
molekul proteinu, vdzanych na iontoménic¢, kladn€ nabitymi sodnymi ionty. Byla pouzita
Mono S® 5/50 GL kolona naplnéna SP sepharosou s rychlosti priitoku mobilni faze 1
ml/min.

Krok kationtové-vyménné chromatografie byl postupné vynechan diky postacujici
Cistoté preparatu pred timto krokem. V dasledku toho byla rovnéz vynechana dialyza do

pufru pro kationtové-vyménnou chromatografii.

4.3.1.6 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je chromatograficka metoda slouzici
k oddélovani slozek smési na zakladé jejich rtzného hydrodynamického poloméru.

Stacionarni fazi je porézni silikagel, tzv. molekulové sito. V ¢asticich stacionarni faze jsou
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pritomny dutiny srovnatelného rozméru s velikosti separovanych molekul, diky nimz
dochazi k zadrzovani urcitych komponent vzorku. Molekuly s vy$§im hydrodynamickym
polomérem, nez je rozmér pora stacionarni faze, putuji kolonou stejnou rychlosti, jako je
rychlost pratoku mobilni fdze. Molekuly s niz§im hydrodynamickym polomérem difunduji
hydrodynamicky polomér molekuly, tim hloubé&ji molekula pronikd systémem poért a je
zadrzovéna déle (Opekar et al., 2010).

Objem davkovany na kolonu, tj. objem davkovaci smycky, je 2 ml. Roztok proteinu
musel byt pfed nadavkovanim na kolonu zakoncentrovan na vysledny objem mensi nez 2
ml. Protein byl koncentrovan centrifugaci pii 2800 rpm a teploté¢ 4 °C v koncentratoru,
ktery mé v sob€ polopropustnou membranu propoustéjici molekuly do urcité velikosti. Pti
zakoncentrovavani roztoku proteinu FOXO31s6.269 byl pouzit koncentrator, ktery propousti
molekuly o molarni hmotnosti do 10 kDa.

Pti gelové permeacni chromatografii byl jako mobilni faze pouzit fosfatovy pufr
o pH = 6,5 (sloZeni viz tab. 4.8), byla pouzita kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg
s rychlosti pratoku 2 ml/min.

Tab. 4.8 Slozeni fosfatového pufru pro gelovou permeacni chromatografii, 1 I, pH = 6,5

Chemikalie Odméiené mnozstvi
KCl 373 g
NaH;PO4-2H,0 2,14 ¢
Na;HPO4-12H-0 226 ¢
TCEP 0,287 g
glycerol 100 g

4.3.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE (z angl. sodium dodecylsulphate polyacryleamide gel electrophoresis),
elekroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného, je
analytickd metoda separace proteinti na zakladé jejich rizné elektroforetické mobility
v prosttedi polyakrylamidového gelu v elektrickém poli. Elektroforeticka mobilita zavisi
piimo umérné na celkovém ndboji a nepfimo umérné na délce polypeptidového fetézce,

zavisi ale 1 na stupni denaturace, tj. na rozbaleni polypeptidového fetézce. Dodecylsiran
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sodny je detergent, ktery se vaze na protein, denaturuje ho a udéluje mu zaporny naboj,
ktery je pro vétSinu proteinli rozdélen rovnomérné na jednotku hmoty. Aby doslo k tpIné
denaturaci a snadnému navéazani dodecylsiranu sodné¢ho byly vzorky pfed nanesenim na
gel zahtfivany pfi 100 °C po dobu 5 minut. Béhem SDS-PAGE tak proteiny putuji
polyakrylamidovym gelem v elektrickém poli smérem k anod¢ riznou rychlosti v zavislosti
na délce jejich polypeptidového fetézce, resp. molarni hmotnosti. Pro SDS-PAGE byl
pouzit 15% polyakrylamidovy rozdélovaci gel, ktery je sesitovan bisakrylamidem, velikost
port v gelu je urcena pomérem akrylamidu a bisakrylamidu pouzitych pfi jeho ptiprave,
ten je vzdy 37,5 : 1. Rozd¢lovaci gel byl pro ucel fokusace vzorku pievrstven zavadécim
gelem o niz$i koncentraci polyakrylamidu (4 %), ve kterém dochdzi k zaostfeni zon ve
vzorku (Rys$lava et al., 2012).

Pti ptipravé vzorka pro 15% SDS-PAGE bylo pipetovano 5 pl 1x koncentrovaného
pufru pro pfipravu vzorku (slozeni 5x koncentrovaného pufru viz tab. 4.14 str. 37) a 10 pl
analyzovaného roztoku proteint. Takto pfipravené vzorky byly zahtivany pii 100 °C po
dobu péti minut, poté byly naneseny na gel. Do prvni jamky gelu bylo pipetovano 5 pl
proteinového standardu, do nésledujicich jamek bylo postupné pipetovano 10 pl
jednotlivych vzorkt. Elektroforéza probihala v pfitomnosti 1x koncentrovaného pufru pro
SDS elektroforézu (slozeni 10x koncentrovaného pufru viz tab. 4.13, str. 37), jako
elektrolytu, pii konstantnim napéti 200V po dobu 50 minut.

Po skonceni elektroforézy byly gely vizualizovany pomoci Coomassie R-250 podle
protokolu uvedeného v literature (Lawrence a Besir, 2009). Barvici roztok byl pfipraven
navazenim 0,08 g Coomassie Brilliant Blue G-250, tato navdzka byla rozpusténa v 1 1
deionizované vody. Tmaveé modry roztok byl michan po dobu 2 hodin, nésledné byly do
roztoku ptfidany 3 ml 35% kyseliny chlorovodikové, roztok byl michdn po dobu jedné
minuty a nasledné skladovan v temnu.

Gely byly nejprve zahtaty k varu s cca 200 ml deionizované vody, byly ponechany
vychladnout po dobu asi 20 minut, nasledné byly pfeneseny do cca 200 ml barviciho
roztoku pro vizualizaci polyakrylamidovych gelti pomoci Coomassie (slozZeni viz tab. 4.15,
str. 37). Byly zahtaty k varu a ponechany zchladnout po dobu asi 5 minut, barvici roztok
byl slit. Gely byly pieneseny do 200 ml deionizované vody, opét byly zahtaty k varu,
posledni krok byl opakovan dle potieby.
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Tab. 4.9 Slozeni 4% zavadectho gelu pro SDS-PAGE
Chemikalie

Odmeéiené mnozstvi

akrylamid-bisakrylamid

pufr pro zavadéci gel (sloZeni viz tab. 4.10)
deionizovand voda

10% persulfat amonny

TEMED

Tab. 4.10 Slozeni pufru pro 4% zavadeci gel
Chemikalie

0,25 ml
465 pl
1,125 ml
25 ul
7,5 ul

Odmeéiené mnozstvi

IM Tris-HCI (pH = 6,8)
10% SDS

deionizovana voda

50 ml
4 ml
46 ml

Tab. 4.11 Slozeni 15% polyakrylamidového separacniho gelu pro SDS-PAGE

Chemikalie Odméiené mnozstvi
akrylamid-bisakrylamid 1,875 ml
pufr pro separacni gel (sloZeni viz tab. 4.12) 0,95 ml
deionizovana voda 0,875 ml
10% persulfat amonny 25 ul
TEMED 10 pl

Tab. 4.12 Slozeni pufru pro 15% separacni gel
Chemikalie

Odmeéiené mnozstvi

2M Tris-HCI (pH = 8,8)
10% SDS

deionizovana voda

75 ml
4 ml
21 ml

36



Tab. 4.13 Slozeni pufru pro SDS elektroforézu, 10 x

Chemikalie Odméiené mnozstvi
Tris 30g

glycin 144 ¢

SDS 10g

Tab. 4.14 Slozeni pufru pro pripravu vzorki, 5 %

Chemikalie Odméiené mnozstvi
IM Tris-HCI (pH = 6,8) 0,6 ml

50% glycerol 5 ml

10% SDS 2 ml
B-merkaptoethanol 0,5 ml

1% bromfenolova modf I ml
deionizovana voda 0,9 ml

Tab. 4.15 Slozeni barviciho roztoku pro vizualizaci polyakrylamidovych gelii pomoci
Coomassie, 11

Chemikaélie Odméfené mnozstvi
CBB G-250 80 mg
35% HC1 3ml

4.3.3 Stanoveni koncentrace proteinu FOX03156-269 a
vytézku purifikace

Koncentraci proteinil je moZzné stanovit prostiednictvim méteni absorbance vzorku
pfi 280 nm, kde absorbuji aromatické aminokyseliny, tyrosin a tryptofan. Molarni
absorp¢éni koeficient proteinu pii 280 nm zéavisi na pomérném zastoupeni téchto dvou
aminokyselin. Koncentraci proteinu lze pfi zndmém extinkénim koeficientu vypocist

z Lambertova-Beerova zakona

Aygy= &g C°1, (2)
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kde A»s0 je absorbance pti 280 nm, £2g0 je molarni absorp¢ni koeficient pti 280 nm, [£280] =
dm® mol™! ecm™, ¢ je koncentrace proteinu, [¢] = mol dm™, a [ je délka optického prostiedi,
[[] = cm.
Pro koncentraci proteinu ve vzorku po Gprave rovnice (2) plati:
c= o . (3)
Ergo !
Molarni absorpcni koeficient proteinu FOXO31s56260 byl vypocten ndastrojem
ProtParam tool, dostupnym z https://web.expasy.org/protparam/,
€280 = 33 460 dm* mol ! cm ™.
Ze znamé koncentrace proteinového preparatu je mozné vypocist vytézek preparace
podle vztahu
m=V-c-M, 4)
kde V je objem vzorku, [V'] = dm?, a M je molarni hmotnost proteinu FOXO3156-269,
M =13 348 g/mol.

4.3.4 Purifikace 15N znaceného proteinu FOX03156-269

Purifikace '°N znageného proteinu FOXO3156.269 se lisi od purifikace neznageného
proteinu pouze ve slozeni zivného média pro rist bakterii, kde je potieba zabezpecit, aby
jedinym zdrojem dusiku byl izotop '°N, jehoz zdrojem je >N znadeny chlorid amonny.
Znaceny protein byl exprimovan v bunikach E. coli, jejichZ kolonie byly péstovany v osmi
litrech obohaceného minimalniho média pfipraveného podle protokolu, ktery poskytl Ing.
Vaclav Veverka, Ph.D. (UOCHB AV CR, v.v.i).

Pro ptipravu obohaceného minimalniho média byl do osmi 11 Erlenmeyerovych
banék postupné piidan 1 g '"NH4CI, jako jediny zdroj dusiku, 100 ml roztoku 1 (sloZeni viz
tab. 4.16, str. 39), 1 ml filtrovaného roztoku 2 (sloZeni viz tab. 4.17, str. 39), 10 ml roztoku
3 (slozeni viz tab. 4.18, str. 39) a 864 ml deionizované vody, takto pfipravena média byla
vysterilizovana, dale byly vysterilizovany 1 roztoky 4, 5, 6 a 7. Bylo zaloZzeno nékolik
bunéénych kultur. Do 3x8 sklenénych zkumavek (tfi na kazdy litr obohacen¢ho
minimalniho média) obsahujicich 5 ml LB médium (Luria Bertani) (sloZzeni LB média viz
tab. 4.1, str. 29) bylo pipetovano 5 pl roztoku ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Poté

bylo do kazdé zkumavky pipetovano 5 pl glycerolové konzervy, obsahujici 700 pl bunééné
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kultury a 300 pl sterilniho glycerolu. Zkumavky byly uzavieny kovovymi vicky a byly
ponechany inkubovat pies noc pti 180 rpm a teploté 37 °C.

Druhy den byl do kazdé¢ z 11 Erlenmeyrovych banék pfidan 1 ml filtrovaného
roztoku 4 (slozeni viz tab. 4.19, str. 40), 1 ml roztoku 5 (sloZeni viz tab. 4.20, str. 40), 1 ml
roztoku 6 (slozeni viz tab. 4.21, str. 40), 1 ml roztoku 7 (sloZeni viz tab. 4.22, str. 40),4 g
bezvodé D-glukdzy a 1 ml zadsobniho roztoku ampicilinu o koncentraci 10 mg/ml. Pfes noc
narostlé bunécné kultury bylo nutné ocistit od LB média, proto byly centrifugovany v 50ml
plastovych zkumavkach pti 3500 rpm po dobu péti minut, supernatant byl slit a peleta byla
resuspendovana v obohaceném minimalnim médiu, tento postup byl opakovan jesté 2x.
Déle bylo postupovano stejné jako pii purifikaci neznaceného proteinu FOXO3 156269 (Viz

oddil 4.3.1, str. 28 — 34).

Tab. 4.16 Slozeni roztoku 1 pro obohacena min. média, 1 [

Chemikalie Odméiené mnozstvi
NaHPO4-2H20 89 g
KH>PO4 30g

NaCl S5¢g

Tab. 4.17 Slozeni roztoku 2 pro obohacend min. média

Chemikalie Odmeéiené mnozstvi
NaxSO4-10H0 1,93 g
deionizovana voda 20 ml

Tab. 4.18 Slozeni roztoku 3 pro obohacenda min. média, 200 ml

Chemikalie Odméiené mnozstvi
EDTA (rozpusténo ve 160 ml dH»O, pH upraveno na 7) lg
MnCl,-4H>O 05¢g
FeCl;-6H20 0,16 g
ZnCl, 10 mg
CuCL-2H.0 2,5 mg
CoCl2-6H.0 3,7 mg
H;BO;3 2 mg
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Tabulka 4.19 — Slozeni roztoku 4 pro obohacend min. média

Chemikaélie Odmeéiené mnozstvi
MgSO4-7H20 49 ¢
deionizovana voda 20 ml

Tabulka 4.20 — Slozeni roztoku 5 pro obohacenda min. média

Chemikaélie Odmeéiené mnozstvi
CaCl, 0,66 g
deionizovana voda 20 ml

Tabulka 4.21 — Slozeni roztoku 6 pro obohacenda min. média

Chemikalie Odmeéiené mnozstvi
D-biotin 10 mg
50% roztok ethanolu 10 ml

Tabulka 4.22 — Slozeni roztoku 7 pro obohacena min. média

Chemikalie Odmeéiené mnozstvi
thiamin 10 mg
deionizovana voda 10 ml

4.3.5 Sloucenina S9 oxalat a odhad jeji koncentrace

V této praci byl zkouman vliv nizkomolekularni slou€eniny
N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-N'-(4-propoxyphenyl)guanidinium oxalatu, dale pouze S9
oxalat (struktura viz obr. 4.2, str. 41), na interakci DNA-vazebné domény FOXO3 proteinu
s DNA. Jedna se o stil slouCeniny S9 (viz. obr. 2.9, str. 22) s kyselinou §tavelovou, ktera
ma vys$i rozpustnost ve vodé nez samotnd sloucenina S9. Slouc¢enina S9 oxalat byla
syntetizovana skupinou doc. RNDr. Jana Veselého, PhD. a byla dodana v podobé bilého

prasku.
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CH5

Obr. 4.2 Struktura slouceniny S9 oxalat. Struktura slouc¢eniny S9 oxalat byla nakreslena v programu
ACD/ChemSketch, Freeware version, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, On,
Canada, www.acdlabs.com, 2015.

Pro dal$i méfeni bylo nezbytné odhadnout koncentraci nasycené¢ho roztoku
slouceniny S9 oxalat rozpusténé v pufru pro NMR méfeni. Rozpustnost této slouc¢eniny ve
vodg¢, respektive v pufru pro NMR méteni (slozeni viz tab. 4.27, str. 48), je ptili§ nizkéd na
to, aby mohl byt pfipraven roztok o zndmé koncentraci rozpusténim pfesné navazky v pufru
pro NMR méfeni. Pro odhad koncentrace slouc¢eniny S9 oxalat byla pouzita metoda
jednobodové kalibrace. Jako standardni roztok o zndmé koncentraci byl pouzit zfedény
roztok S9 oxalatu rozpusténého v dimethylsulfoxidu, ve kterém je S9 oxaldt mozné
rozpustit zcela. Byl pfipraven 20mM roztok slouceniny S9 oxalat v dimethylsulfoxidu,
tento roztok byl 1000x ziedén pufrem pro NMR méfeni a bylo zméfeno jeho absorpéni
spektrum. Nasyceny roztok S9 oxalatu byl rovnéz 1000x zfedén pufrem pro NMR méieni
a bylo zméfeno jeho absorpcni spektrum. Pfi metod¢ jednobodové kalibrace pro
koncentraci slouceniny S9 oxalat plati:

A, -c(st
= ﬁlﬁ (s(t)) ©®)

Absorpcni spektra byla méfena na spektrofotometru UV-1800 s Peltierovym

termostatem S-1700, Shimadzu. Pro méteni byly pouzity kiemenné kyvety, které propousti

zareni v UV oblasti.
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Absorp¢ni spektrum je ovlivnéno piitomnosti DMSO (viz obr. 5.11, str. 64), proto
nemohla byt pro vypocet koncentrace pouzita vinova délka odpovidajici absorpcnimu
maximu slouc¢eniny S9 oxalat (235 nm), kdy je vypocet nejpresnéjsi. Misto vinové délky
odpovidajici absorpénimu maximu byla zvolena vinova délka 270 nm, kde neabsorbuje

v roztoku ptitomny DMSO.

4.3.6 Priprava dvouvlaknové DNA z oligonukleotidi

Pro piipravu dvouvlaknové DNA byly pouzity dvé komplementarni, jednovlaknové
oligonukleotidové sekvence o délce 17 pari bazi, a to IRE-up a IRE-down (IRE z angl.
insulin response element) od firmy Generi Biotech, s.r.0.

IRE-up nukleotidova sekvence:
5-GAC TAT CAA AAC GC-3°
IRE-down nukleotidové sekvence:
5-GCG TTG TTT TGA TAG TC-3’
IRE nukleotidovy motiv je podrtzen.

Oligonukleotidy byly nejprve zfedény deionizovanou vodou na vyslednou
koncentraci ImM podle instrukei vyrobce. Pro ptipravu dvouSroubovice DNA bylo
pipetovano 50,0 pul ImM roztoku IRE-up oligonukleotidu, 50,0 pl 1mM roztoku IRE-down
oligonukleotidu a 1,000 pl 3M roztoku NaCl. Vznikly roztok byl kratce promichan
vortexem a poté byl zahfivan v suchém ohtivaci pti 70 °C po dobu péti minut, nasledné byl

inkubovan po dobu 20 minut pii 23 °C, poté byl uchovavan pii — 20 °C.

4.3.7 EMSA

Pii EMSA (Electrophoretic mobility gelshift assay) dochazi k rozdélovani latek
v elektrickém poli na zakladé jejich rtzné elektroforetické mobility v prostiredi
polyakrylamidového gelu. EMSA probihd za nedenaturujicich podminek jako nativni
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, proteiny si béhem ni zachovéavaji svou nativni
konformaci (jsou pfirozené sbaleny) a biologickou funkci. Elektroforetickd mobilita
proteinu pii EMSA tak nezavisi pouze na jeho molekulové hmotnosti a rozdéleni naboje,
ale 1 na jeho stupni sbaleni a tvaru.
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Pro nativni elektroforézu byly pouZity 12% polyakrylamidoveé gely (sloZeni viz tab.
4.24, str. 44). Nativni elektroforéza byla provedena v elektroforetické vané naplnéné 1x
koncentrovanym TBE pufrem (slozeni 10x koncentrovaného TBE pufru viz tab. 4.25, str.
45). Pii nativni elektroforéze v TBE pufru (pH = 8,3) je protein FOXO3156-269 nabit kladné
(teoretickd hodnota pI = 10,24), putuje ke katodé a nevstupuje do gelu. Komplex proteinu
a DNA-IRE a volnd DNA-IRE jsou nabity zédporné diky fosfatovym skupinam v cukr-
fosfatové kostte DNA a putuji tedy v prostiedi gelu ke kladn€¢ nabité anodé.
Elektroforeticka vana byla ponotfena do vodni 1azné€ s ledem, aby tak bylo zajiSténo chlazeni
aparatury, a tim udrzeni nativni konformace proteinu. Pti kazdé nativni elektroforéze byly
vzorky paraleln¢€ naneseny na dva gely, které byly podrobeny elektroforéze soucasné. Pro
vizualizaci gell byly pouzity dvé rizné metody. Jeden z gell byl barven pomoci Coomassie
(viz oddil 4.3.2, str. 34), tato metoda umoznuje vizualizaci proteinti v polyakrylamidovém
gelu. Druhy gel byl barven pomoci stiibrnych iontt, tato metoda umozni vizualizaci DNA
(Bassam a Caetano-Anollés, 1993). Gel barveny pomoci Coomassie je dillezitou kontrolou,
ze v kazdém vzorku je pfitomno stejné mnozstvi proteinu.

Vzorky pro EMSA byly pfipravovany na ledu. Jednotlivé slozky byly pipetovany
v poradi: fosfatovy pufr pro NMR méteni (sloZeni viz tab. 4.27, str. 48), deionizovana voda,
roztok MgCly, FOXO3 156269, roztok slouceniny S9 oxalat rozpusténé ve fosfatovém pufru
pro NMR méieni. Nasledovala inkubace vzorkii na ledu po dobu 20 minut, poté byla ke
vzorkim pfidana dvouvldknovd DNA-IRE. Vzorky byly inkubovany 5 minut na ledu. Ke
kazdému vzorku bylo pfidano 10 pl vzorkového pufru pro nativni elektroforézu (sloZzeni
viz tab. 4.23, str. 44). Vzorky byly naneseny na gely, nativni elektroforéza probihala pti
napéti 150 V po dobu 1,5 hodiny.

Po skonceni elektrolyzy byly gely 2x vizualizovany. Protokol pro barveni gel ionty
stfibra byl upraven tak, ze byly vizualizovany pouze molekuly DNA, na jejichZ zaporné
nabitou cukr-fosfatovou kostru se adsorbuji stfibrné ionty. Ty jsou poté selektivné
redukovany formaldehydem na kovové stiibro. Minimalizaci pozadi pii barveni zajistuje
piidavek Na»S>0s, ktery tvofi komplex s piebyte¢nymi Ag" ionty (Bassam, Caetano-
Anollés a Gresshoff, 1991).

Pti barveni 12% akrylamidového gelu stiibrem byly gely nejprve inkubovéany s 1%
(v/v) kyselinou dusi¢nou po dobu 15 minut. Nasledné byly gely dikladné oplachnuty
deionizovanou vodou a byly pfeneseny do roztoku 75 ml deionizované vody s ptfidavkem

0,5 ml 30% dusi¢nanu stfibrného. V tomto roztoku byly gely inkubovany po dobu 15 minut.
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Poté byly gely dikladné oplachnuty deionizovanou vodou a byly pfeneseny do redukéniho
roztoku (slozeni viz tab. 4.26), kde byly vyvolany. Vyvolani geli reduk¢énim roztokem
probihalo v zavislosti na ptesnosti ptipravy pouzitych roztokd, a to zejména redukéniho
roztoku, po dobu cca 20 minut. Vyvijeni geltl bylo zastaveno jejich rychlym pfenesenim do

10% vodného roztoku kyseliny octové.

Tab. 4.23 Slozeni vzorkového pufru pro nativni elektroforézu

Chemikalie Odméiené mnozstvi
TBE pufr 10x (slozeni viz tab. 4.25, str. 45) 1 ml
bromfenolova modf 10 mg
glycerol 3ml

Tab. 4.24 Slozeni 12% polyakrylamidového gelu pro nativni elektroforézu

Chemikalie Odméiené mnozstvi
TBE pufr 10x 0,60 ml
Rotiphorese Gel 30 3,40 ml
deionizovana voda 2,97 ml

10% APS 30,0 pl
TEMED 7,5 ul

Tab. 4.25 Slozeni TBE pufru 10x, 11

Chemikalie Odmétené mnozstvi
TRIS 108 g
kyselina borit4 55¢g

0,5M roztok EDTA (pH = 8) 40 ml

Tab. 4.26 Slozeni redukcniho roztoku pro vizualizaci nativnich polyakrylamidovych gelii
stribrem

Chemikalie Odméiené mnozstvi
3% roztok Na,COs3-10H0O 75 ml
2,25% roztok NaxS,03 6,60 pl

37% roztok formaldehydu 37,5 ul
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4.3.8 Nuklearni magneticka rezonance

Jadra s nenulovym spinovym kvantovym c¢islem, /, maji zaroven nenulovy
magneticky dipélovy moment, x«. Nuklearni magnetické rezonance je spektralni metodou,
ktera vyuziva jejich magnetickych vlastnosti. Mezi nejcastéji métend jadra patii jadra se
spinovym kvantovym &islem Y, jedna se napf. o jadra 'H, "N a *C, z nichz jadra 'H maji
nejvyssi prirozené zastoupeni (99,99%) a zaroven nejvyssi citlivost. Jadra se spinovym
kvantovym cislem vét§im nez 2 maji zaroven kvadrupdlovy moment a jsou Casto tézko
méfitelnd (Dracinsky, 2009).

Spinovy moment hybnosti, I, mize zaujmout 2/ + 1 orientact, pro jadra s /=2 jsou
to pravé dvé mozné orientace spinového momentu hybnosti. Z-ova slozka magnetického

dip6lového momentu, piislusejici témto dvéma orientacim nabyva hodnot:
,uzzil/27h., (6)
kde 7 je redukovana Planckova konstanta a y je gyromagneticky pomér daného jadra.
V magnetickém poli dochazi ke Stépeni energetickych hladin, pfislusejicich
jednotlivym hodnotdam magnetického dipdlového momentu. Energie hladiny je déna

vztahem:

E=-u, B, 7)
kde B, je slozka vektoru magnetické indukce ve sméru osy z.

Dtsledkem silového ptlisobeni magnetického pole je precesni pohyb spinil
s frekvenci Larmorovy precese:

7B,

2z (8)
kterd je zaroven rezonancni podminkou, tj. zafeni v oblasti radiovych vin s frekvenci
Larmorovy precese excituje spiny do vyssi energetické hladiny. Efektivni hodnota B; je pro
riznd jadra stejného izotopu riznd a zavisi na chemickém okoli téchto jader, nebot’ vné&jsi
magnetické pole je rlizné stinéno elektrony, které dané jadro obklopuji (Cavanagh ef al.,
2007).
NMR spektrum je zavislosti intenzity na chemickém posunu, coz je relativni
veli¢ina definovan4 jako:
s=""Y0 100
oo ©)
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kde vo je rezonanc¢ni frekvence referencniho jadra a v je rezonancni frekvence daného
jadra, pro n&jz definujeme chemicky posun, chemicky posun se udava v ppm (Cavanagh
et al. 2007).

Intenzita signald v NMR spektru je pfimo umérna rozdilu populaci energetickych
hladin spinti. Maly pfebytek spinli v niz§im energetickém stavu zptsobi, ze vektor celkové
magnetizace je nenulovy a smeiuje podél osy z. Pomoci 90° pulzu 1ze vektor magnetizace
sklopit do roviny xy a nasledné precedujici vektor magnetizace detekovat pomoci
detekcnich civek jako signal voln¢ dohasinajici indukce (FID). Aplikaci Fourierovy
transformace na zavislost indukovaného proudu na ¢ase ziskame spektrum ve frekvencni

doméné¢ (Dracinsky, 2009).

4.3.8.1 2D 1H-15N HSQC experiment

Uziti 2D experimenti umoziluje "zfedéni" informace obsazené v 1D spektrech do
dvou dimenzi, zdroven poskytuje nekteré cenné informace v zavislosti na typu pouzitého
experimentu. 2D 'H->’N HSQC (heteronuklearni jedno-kvantova korelace) experiment
méii korelaci chemickych posunii jader 'H a >N spojenych chemickou vazbou, tj. ve
spektru pozorujeme tzv. krospiky mezi pfimymi sousedy (Cavanagh et al. 2007). Ve
spektru jsou viditelné zejména korelace pochézejici od amidickych skupin peptidovych
vazeb, pozorujeme ale i korelace nékterych —NH a —NH> skupin postrannich fetézct
aminokyselin (Trp, Asn, Gln). Aby byly pozorovatelné¢ vSechny korelace amidickych
skupin polypeptidového fetézce, je nutné 100% izotopové obohaceni proteinu izotopem
dusiku '’N. Béhem experimentu dochézi k pienosu magnetizace protonti ('H jader)
prostfednictvim skaldrni Jxu interakce na "N jadra v piimém sousedstvi, vyvoji
chemickym posunem '°N jader (vyvoj v nepiimé doméné) a zp&tnému pfenosu magnetizace
Jxu skaldrni interakci zpét na magnetizaci 'H jader, ktera je poté piimo detekovéna (pfima
doména).

Chemické posuny jader 'H a >N zavisi na jejich chemickém okoli, resp. na
rozlozeni hustoty okolnich elektrond, které lokalné odstifiuji vnéj$i magnetické pole. Pfi
vazbé ligandu na protein dojde ke zméné chemického okoli, a tim i chemického posunu
n&kterych 'H a >N jader proteinu. Ziskani série 2D 'H-"’N HSQC spekter s riiznou
koncentraci ligandu, tj. provedeni titrace ligandu, a vyhodnoceni zmény chemickych

posunt jader 'H a N, CSP (perturbance chemického posunu), poskytuje informaci o
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reziduich, ktera se ucastni vazby ligandu nebo jsou touto vazbou stericky ovlivnéna
(Williamson, 2013).
Vazba ligandu na protein, pokud se ligand vaZe pouze na jedno vazebné misto, mtize

byt popsana zjednodusenym schématem:

ke,

P+ L PL

k
2 , (10)
1

kde ki1 a k> jsou rychlostni konstanty pro ptimou a pro zpétnou reakci. Je-li k2, [k2] =s 7,
fadove niz8i nez rozdil chemickych posunt NMR aktivnich jader vdzané a volné formy
proteinu v Hz, pak signaly volného proteinu pfi titraci ligandem (inhibitorem) postupné
ubyvaji na intenzité, zatimco intenzita signalli vazané formy postupné roste. Je-li k> fadové
vy$si, nez je rozdil chemickych posunit NMR aktivnich jader volné a vazané formy proteinu
v Hz, signély se pii titraci ligandem pohybuji z ptivodni pozice, odpovidajici signalim
NMR aktivnich jader volného proteinu, na signaly odpovidajici vazané form¢. V kazdém
bodé¢ titrace je chemicky posun signalu roven populacné vdzenému priiméru chemickych
posunit NMR aktivnich jader vazané a volné formy proteinu. Vynesenim zavislosti zmény
chemického posunu, CSP, na koncentraci inhibitoru Ize ziskat titracni kiivku, a poté i Kp

pro vazbu protein-ligand (Williamson, 2013).

rychla vyména pomald vyména

1H 1H
Obr. 4.3 Zndzornéni moznych trendii zmén chemickych posumii pri sérii 2D 'H-"N HSQC
experimentii s riznou koncentraci ligandu. Spektrum nalevo reprezentuje rychlou vyménu, kde 4,
je mnohem vé&tsi neZ rozdil chemickych posunii 'H a 1N jader volné a vazané formy v Hz, chemicky
posun v libovolném bodg titrace je popula¢né vazenym primérem chemickych posunti téchto jader
volné a vazané formy proteinu. Spektrum napravo reprezentuje pomalou vymeénu, kdy &, je mnohem
niz$i nez rozdil chemickych posunti volné a vazané formy v Hz. Pfevzato a upraveno z (Williamson,
2013).

Skaly chemickych posunti jader 'H a '*N jsou rizné a chemické posuny téchto jader

jsou ovlivnény riznymi faktory, proto musi byt pfi jejich vyhodnoceni vaZeny. Byla
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vypoctena relativni zména chemického posunu, relativni CSP. Relativni CSP byla

1
d=1/5(5§+0,25§) a

>

vypoctena jako:

kde dn a dn jsou rozdily chemickych posunt jader '"H a >N v ppm (Williamson, 2013).

Spektra byla méfena na 850MHz NMR spektrometru Bruker Avance 11l v UOCHB
AV CR, v.v.i. Vzorky byly méfeny v Shigemi kyvetach, vyrobenych ze skla, které ma
stejné magnetické vlastnosti (magnetickou susceptibilitu) jako pufr pouzity pro méfeni.
Pouziti kyvet Shigemi umoziiuje méfeni s mensim objemem vzorku, nebot’ méfici piistroj
vyzaduje stejnou magnetickou susceptibilitu vzorku pies uréity prostor. 2D 'H-'"N HSQC

meéfeni byla provedena a vyhodnocena RNDr. Katarinou PSendkovou.

P¥iprava vzorki pro 2D "H-'SN HSQC experiment

Pro 2D 'H-'N HSQC experiment bylo ptipraveno 5 vzorki o celkovém objemu
350 pl. Kazdy vzorek obsahoval protein FOXO3156.269 0 vysledné koncentraci 250
umol dm v pufru pro NMR méfent (sloZeni viz tabulka 4.27) a 10% D-O (jadra deuteria
se pouzivaji pro uzamceni magnetického pole v €ase). Vzorky 1-5 obsahovaly rostouci

koncentraci inhibitoru S9 oxalat (titrace), a to po fadé 0; 1,5; 3; 4,5; a 7 mmol dm™.

Tab. 4.27 — Slozeni fosfatového pufru pro NMR méreni, 1 I, pH = 6,5

Chemikalie Odmétené mnozstvi
KCl 373 g
NaH>PO4-2H>0O 2,14 ¢
Na;HPO4-12H-0 226 ¢

4.3.8.2 STD NMR experiment

STD (rozdil pfenesené saturace, z angl. Saturation Transfer Difference) NMR
experiment je dalsi technikou umoznujici studium interakei receptoru a ligandu v roztoku.
Tento experiment méfi magnetizaci pfenesenou z proteinu (receptoru) na né€j navazany
ligand pfimym pozorovanim NMR signalt ligandu (Venkitakrishnan et al., 2012). STD-

NMR experiment je zalozen na pfenosu magnetizace prostfednictvim nuklearniho
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Overhauserova efektu. Nuklearni Overhausertiv efekt, zkr. NOE, je disledkem ptimé dip6l-
dipolové interakce mezi dvéma NMR aktivnimi jadry. Relaxace dvou NMR aktivnich jader
s ptimou dipol-dipélovou interakci jsou vzajemné provazané procesy. Zména spinového
stavu jednoho jadra ovlivni spinovy stav druhého jadra, dochdzi k takzvané kiizové
relaxaci. Amplituda dip6l-dipolové interakce je piimo imeérna reciproké Sesté mocniné
vzdalenosti, z ¢ehoz plyne, ze ¢im mensi bude vzdalenost dvou jader v prostoru, tim silné;jsi

bude NOE a s nim spojeny pienos magnetizace (Cavanagh et al. 2007).

fo

¢ > i

F s

selektivni saturace M A ."Hl\ A MA A

on-rezonanéni spektrum

L ligand K + lo=1!_,

receptor A A
K ) A A A
STD spekirum
Saturatni perioda pro selektivni it FRETTES s:lnpencli detekca
axcltacl "H jader (magnetizace v ose 7} veklerymagnetizaceida
povl oy S E—— ]

Obr. 4.4 Schéma STD experimentu. Na obrazku je zachycen princip STD NMR experimentu. STD
spektrum je ziskano jako rozdil off-rezonan¢niho spektra s nezménénymi intenzitami signald, /o, a
on-rezonan¢niho spektra se zménénymi intenzitami signali v disledku NOE. ZjednoduSené schéma
v dolni casti obrazku popisuje princip ziskani off-rezonan¢niho a on-rezonanc¢niho spektra.

Prvnim krokem STD NMR experimentu je ziskani tzv. off-rezonan¢niho spektra.
Vzorek je po urCitou dobu, saturacni perioda, (typicky 0,5-5 s) selektivné ozatovan
radiofrekvenénim zafenim, jehoZ frekvence leZi mimo rozsah rezonanénich frekvenci 'H
jader pfitomnych ve vzorku. B€hem této doby nedochazi k excitaci, tj. zméné energetickych
stavii spinti 'H jader, nasleduje pulz, ktery sklopi vektor magnetizace do roviny xy a
detekce. Vysledkem je standardni 'H spektrum vzorku se signdly 'H jader ligandu a
proteinu s intenzitami /o (Venkitakrishnan et al., 2012).

Druhym krokem je ziskani tzv. on-rezonan¢niho spektra. Behem saturaéni periody
(stejné jako v piipadé off-rezonanéniho spektra) jsou selektivné excitovana 'H jadra —CH;
skupin proteinu (oblast od -1 do 0 ppm), v této spektralni oblasti se vyskytuji pouze signaly
proteinu, nikoli ligandu. Dojde k saturaci téchto signali zptisobené iradiaci vzbuzenymi
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rychlymi pieskoky mezi energetickymi hladinami spin@t 'H jader -CH3 skupin. Saturace
z 'H jader methyl je pfenesena na ostatni 'H jadra proteinu prostiednictvim
intramolekularniho NOE. Nasledné prostiednictvim intermolekularniho NOE dochazi ke
kiizové relaxaci 'H jader proteinu a 'H jader ligandu. Vlivem intermolekularniho NOE
dochazi ke zméné spinovych stavli 'H jader ligandu, ktera se nachazi v blizkosti 'H jader
proteinu, a tudiz k pfenosu magnetizace mezi 'H jadry proteinu a ligandu. V disledku
intermolekularniho NOE a zmény spinovych stavl téchto jader ligandu tak dochazi ke
snizeni intenzit jejich signalti v 'H NMR spektru, tento efekt je dan relaxa¢nimi vlastnostmi
spinti 'H jader receptoru a ligandu. Molekuly ligandu s pienesenou magnetizaci se béhem
saturacni periody kumuluji v roztoku, nebot’ disociace ligandu je mnohem rychlejsi proces
nez podélna (spin-miizkova) relaxace spinti 'H jader rychle rotujici malé molekuly
(ligandu). Po satura¢ni period¢ nasleduje 90° pulz, ktery sklopi vektor magnetizace do
roviny xy a detekce, vysledkem je 'H spektrum obsahujici signaly ligandu a proteinu
s intenzitami /s (Venkitakrishnan et al., 2012).

STD spektrum je ziskano jako rozdil off-rezonan¢niho a on-rezonan¢niho spektra,
odtud vyraz , difference®, a obsahuje signaly 'H jader ligandu, kter4 se nachazi v blizkosti
povrchu proteinu a signaly 'H jader proteinu. STD experimenty jsou v§ak méfeny s velkym
nadbytkem ligandu. Plati, Ze ¢im blize 'H jadrim proteinu se 'H jadra ligandu nachazi, tim
intenzivnéjsi je jejich signal v STD spektru. STD experiment ma nizky pomé&r signal/Sum
v dusledky dynamiky komplexu protein-ligand (Venkitakrishnan et al., 2012).

Spektra byla méfena na 850MHz NMR spektrometru Bruker Avance III. Vzorky
byly méteny v Shigemi kyvetdch. STD experiment byl naméfen a vyhodnocen RNDr.

Katarinou P$enakovou.

Piiprava vzorku pro STD experiment
Pro STD experiment byl pfipraven vzorek nezna¢eného proteinu FOXO356.269 0
koncentraci 15 umol dm™ a slouc¢eniny S9 oxalat o koncentraci 1 mmol dm™ v pufru pro

NMR méfeni (sloZeni viz tab. 4.27, str. 48) s 10% D>O.

4.3.9 Molekulové dokovani

Molekulové dokovani je pocitacové modelovani interakce, mezi dvéma

chemickymi latkami, a to nejcastéji mezi nizkomolekularnim ligandem a proteinem, za
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ucelem predikce konformace rovnovazného stavu a do jisté miry i zmény volné vazebné
energie. Dokovani vychdzi ze znamé struktury proteinu 1 ligandu a sklada se ze dvou
procesii: konformaéni vyhledavani a skérovani (Sicho a Svozil, 2017).

Béhem konformaéniho vyhleddvani se algoritmy snazi o pokryti vS§ech moznych
konformaci proteinu a ligandu ve struktuie komplexu metodami, které jsou bud’
systematické, nebo stochastické. Pii stochastickém vyhledavani je zpocatku nahodné
generovano nekolik konfiguraci, ze kterych jsou na zaklad¢ pravdépodobnostnich pravidel
postupné vybirdny energeticky nejvyhodnéjsi konformace. Oproti tomu systematické
vyhledavani postupné prozkoumava jednotlivé stupné volnosti sytému a systematicky
Vyznamnou roli v molekulovém dokovani hraji skorujici funkce, které jsou zodpovédné za
identifikaci konformace, ktera je termodynamicky nejpravdépodobnéjsi. Skorujici funkce
je matematicky aparat vyhodnocujici vazebné energie jednotlivych konfiguraci. Skérujici
funkce je mozné rozdélit do nékolika skupin podle charakteru. Mezi nejvyznamnéjsi patii
fyzikalni skorujici funkce, stanovujici energii konkrétni konformace pomoci funkéniho
predpisu vychazejiciho z klasické mechaniky, a empirické skorujici funkce. Empirické
skorujici funkce aproximuji zménu Gibbsovy vazebné energie pomoci vztahu:

AG =W, -AG, , (12)

kde AGi je i-ty ptispévek ke zméné volné energie a W; je véha i-tého piispévku, nastavena
pomoci vicendsobné linearni regrese na zakladé experimentilné ziskanych dat (Sicho a
Svozil, 2017).

Pii tzv. flexibilnim molekulovém dokovéni je zpravidla vétSina dihedralnich thla
molekuly proteinu drZena konstantni, tyto tvofi tzv. rigidni ¢ast, kdeZto pfedem vybrané
dihedralni thly molekuly proteinu, tvofici tzv. flexibilni ¢ast, a ligandu jsou volné
rotovatelné. Tento pfistup byl vyuzit v této praci.

Jednim z programil pro molekulové dokovanti je v této praci pouzity AutoDock Vina
(Trott a Olson, 2009), ktery umoziiuje provadét vypocty v relativné kratkém case.
AutoDock Vina pouziva stochasticky ptistup konformacniho vyhledavani, vypocty je tedy
vhodné opakovat vicekrat. Skorujici funkce, kterou AutoDock Vina pouziva je empiricka,
jednotlivé ptispévky jsou vazeny a patii mezi né napiiklad sterické interakce, van der
Waalsovy interakce a vodikové vazby, naopak nezahrnuje napiiklad elektrostatické

ptispévky (Trott a Olson, 2009). Vzhledem k tomu, ze skorujici funkce zahrnuje pouze
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nekteré prispévky potencialni energie systému, je vazebnd energie ur¢ena vypoctem pouze
hrubym odhadem.

Vstupnimi daty pro AutoDock Vina jsou struktura proteinu a ligandu v podobé
pdbqt soubord, které obsahuji informaci o soutadnicich vSech atomtl, parcialnich nabojich
a o rotovatelnych vazbach, jak pro receptor, tak pro ligand. Pdbqt soubory jsou generovany
z pdb soubort (ProteinDataBank format) v programu AutoDockTools (Morris et al., 2009).
Pii tvorbé pdbqt soubor AutoDock piidéli zndmym strukturam parcidlni naboje
Gasteigerova typu na zaklad¢ elektronegativity jednotlivych prvki, dale rozdéli atomy na
typy podle toho, zda jsou schopny tvofit vodikové vazby, ¢i nikoli. Atomy H vazané
nepoléarni vazbou jsou odstranény. Rotovatelné vazby je nutné definovat a vytvofit tak dva
pdbqt soubory pro receptor (protein). Jeden soubor obsahuje pouze rigidni ¢ast, druhy
obsahuje pouze flexibilni ¢ast receptoru (Forli et al., 2016.). AutoDock Vina v priibéhu
vypoctu povazuje dihedralni thly v rigidni ¢asti receptoru (proteinu) za konstantni, zatimco
pfedem vybrané vazby v tzv. flexibilni ¢asti jsou voln& rotovatelné. AutoDock Vina
vyzaduje specifikaci mista (prostoru), ve kterém piipadaji v Gvahu rizné konformace
ligandu a jeho riizné orientace viici molekule receptoru, tzv. “search space®. Tento prostor
je v programu AutoDock Vina vymezen pomoci kvadru, jehoz rozméry a soutadnice stiedu

jsou udavany v A (Forli et al., 2016).

4.3.9.1 Priprava vstupnich soubori pro molekulové dokovani

Rezidua tvofici tzv. flexibilni ¢ast byla vybrana za zakladé vyhodnoceni
chemickych posund, relativni CSP, 2D 'H-"N HSQC NMR experimentu pro nejnizsi
koncentraci ligandu ve vzorku (1,5 mmol dm™). Zmé&na chemického posunu je velmi
citlivd na zménu struktury, téméf kazda vazebna interakce produkuje CSP (Williamson,
2013). Piky, které se v priibéhu titrace posunuji nejvice, velice pravdépodobné odpovidaji
reziduim, ktera reprezentuji vazebny povrch pro slouc¢eninu S9 oxalat. Pro dokovani bylo
vybrano 14 rezidui s flexibilnimi postrannimi fetézci, v programu AutoDockTools, verze
1.5.6. byl vytvofen soubor flexible.pdbqt, pro flexibilni ¢ast, a soubor rigid.pdbqt
reprezentujici rigidni ¢ast. Oba tyto soubory byly vytvofeny s vyuZzitim vyfeSené NMR
struktury FOXO3-DBD (kod 2K86), stazené z Protein Data Bank jako pdb soubor (viz obr.
2.7, str. 19) (F. Wang et al., 2008). Jako ligand byla pouzita struktura slouc¢eniny S9 (viz
obr. 2.9, str. 22).
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Struktura ligandu (S9) byla vytvofena pomoci programu HyperChem, v8.0.8,
HyperChem(TM) Professional 8.0.8, Hypercube, Inc., 1115 NW 4th Street, Gainesville,
Florida 32601, USA. Nasledn¢ byly i pro ligand definovany rotovatelné a nerotovatelné
vazby v programu AutoDockTools, v1.5.6, rotace dvojné vazby guanidinové skupiny byla
zablokovana (viz obr. 5.18 str. 73). Zablokovanim rotace dvojné vazby guanidinové
skupiny vznikly dva isomery slouceniny S9. Vypocty byly provedeny pro kazdy isomer

zvlast'.

5 Vysledky

5.1 Exprese a purifikace neznaceného proteinu
FOXO03156-269

Ptiprava DBD proteinu FOXO3 (sekvence 156-269) sestavd z exprese a jeho
nasledné purifikace. Purifikace FOXO31s56260 zahrnuje nékolik hlavnich krokid: GST
afinitni chromatografii, dialyzu a odstépeni GST kotvy, kationtové-vyménnou
chromatografii a gelovou permea¢ni chromatografii. Cistota produktu byla po kazdém
z téchto krokl kontrolovana pomoci 15% SDS-PAGE. V ramci optimalizace purifika¢niho

protokolu byl postupné vynechén krok kationtové-vyménné chromatografie.

5.1.1 Exprese a purifikace neznaceného proteinu
FOX03156-269 s vynechanim kationtové-vyménné
chromatografie

5.1.1.1 Exprese

Exprese neznac¢eného proteinu FOXO3s56:269 probihala v buiikdch E. coli, kmen
BL21(DE3) (viz oddil 4.3.1.1, str. 28) po dobu 12 hodin pii 20 °C, jejichz kolonie byly
péstovany v 6 1 LB média (sloZeni viz tab. 4.1, str. 29). FOXO3156-269 j& exprimovan jako
fazni protein s GST kotvou na N-konci. Lyze bun¢k byla provedena podle postupu v oddilu
4.3.1.2, str. 29.
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5.1.1.2 GST chromatografie

Podle postupu uvedeného v oddilu 4.3.1.3, str. 30 byly provedeny dvé paralelni GST
chromatografie na 2 kolonach s 5 ml stacionarni fdze. Jimano bylo 2x6 frakci po 10 ml.
Vybrané frakce byly nésledné analyzovany pomoci 15% SDS-PAGE. Gel s analyzovanymi

frakcemi je na obr. 5.1.

st. Al A2 A3 Bl B2 B3  sonikat peleta

250 kDa,
150 kDa
100 kDa

75 kDa

(i

50 kDa

37kDa W Pru— PR - e FOXO03-GST
BiDa _—
20kDa

- -
15kDa

10kDa

Obr. 5.1 Oveéreni cistoty frakci po GST chromatografii pomoci 15% SDS-PAGE. V prvni jamce
je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl pouzit Precision Plus
Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamkéach A1-A3 jsou jednotlivé frakce (1-3) jimané
pti GST chromatografii na jedné koloné, v jamkach B1-B3 jsou frakce (1-3) jimané na druhé
kolonég. V jamce oznacené jako sonikat je ztedény bunécny lyzat, v jamce oznacené jako peleta je
zfedéna bunécna frakce.

5.1.1.3 Dialyza a odstépeni GST kotvy

Po GST chromatografii byly pro dialyzu pouzity dvé dialyzacni membrany, do
jedné dialyza¢ni membrany byly slouceny frakce A1-A3, do druhé frakce B1-B3. Dialyza
probihala pies noc ve 2 | pufru pro dialyzu (slozeni viz tab. 4.6, str. 32). Byla pouZita
dialyzacni membrana propoustéjici molekuly s M; do 6-8 kDa. Pro odStépeni GST kotvy
bylo do kazdé dialyzacni membrany pfidano 300 pl roztoku PreScission proteasy. Po

dialyze byl roztok z obou membran sloucen a analyzovan pomoci 15% SDS-PAGE, gel je

uveden na obr. 5.2, str. 55.
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Obr. 5.2 Oveéreni Cistoty proteinového preparatu po dialyze a odstépeni GST kotvy pomoci 15%
SDS-PAGE. V prvni jamce je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl
pouzit Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamkach oznacenych jako pied
Stépenim je vzorek odebrany pied dialyzou a §tépenim, v jamce oznacené jako po Stépeni je vzorek
odebrany po dialyze a odstépeni GST kotvy (M; =26 413).

Z gelu na obr. 5.2 je vidét, Ze doSlo ke kvantitativnimu odStépeni GST afinitni
kotvy.

5.1.1.4 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeaéni chromatografie byla provedena podle postupu uvedeném
v oddilu 4.3.1.6, str. 33. Objem davkovany na kolonu byl cca 1,7 ml, jako mobilni faze byl
pouzit pufr pro gelovou permeacni chromatografii (sloZzeni viz tab. 4.8, str. 34). Byla
pouzita kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg s rychlosti pritoku mobilni faze 2
ml/min, objem frakce byl 1,5 ml. Graficky zdznam chromatografie, chromatogram, je
uveden na obr. 5.3, str. 56. Cistota frakci obsahujicich protein FOXO3 156260 byla ovéiena

pomoci 15% SDS-PAGE, gel s analyzovanymi frakcemi je uveden na obr. 5.4, str. 56.
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Obr. 5.3 Chromatogram z gelové permeacni chromatografie FOXO3s6.260 po odstépeni GST
afinitni kotvy. Chromatogram predstavuje zavislost absorbance pii 280 nm na objemu mobilni faze.
Pik oznaceny Cislem 1 odpovida GST kotve (M; =26 413), pik oznaceny Cislem 2 odpovida proteinu
FOXO3156.269 (Mr = 13 348).

st. D9 D10 D12 E2 E4 E6 E7 E8 E9
250Lﬁa
150 kDa
100 kDa
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37 kDa -
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20kDa —_— -
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Obr. 5.4 Overeni cistoty frakci po gelové permeacni chromatografii pomoci 15% SDS-PAGE

V prvni jamce je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl pouzit Precision
Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamkach D9-E9 jsou jednotlivé frakce po gelové
permeacni chromatografii.
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Po gelové permeacni chromatografii byly slouceny frakce D11-E7. Z gelu na obr.
5.4, str. 56 je vidét, Ze ziskané frakce obsahuji prevazné protein FOXO3156.269. Na gelu jsou
patrné necistoty s vyS$i i niz§i molekulovou hmotnosti, nez je molekulovd hmotnost
FOXO356.269. Necistoty s nizs§i molekulovou hmotnosti jsou produkty proteolytické

degradace proteinu FOXO3156-259. Obsah necistot ve sloucenych frakcich je minoritni.

5.1.2 Stanoveni koncentrace neznaceného proteinu
FOX03156-269 a vytéZek purifikace

Koncentrace  neznaceného  proteinu  FOXO3is6260  byla  stanovena

spektrofotometricky. Absorbance vysledného preparatu pii 280 nm byla zméfena 3%,

primérna hodnota absorbance byla 4, = 0,35 . Pro vypocet koncentrace byl pouzit vztah

3):
c=—235 1110 moldm™ ~1.4 mgml"-
33460-0,1
Celkovy objem vysledného preparatu byl 13 ml, vytézek preparace byl vypocten
podle vztahu (4):

m=13-10"-11-10"-13348 =19 mg .

Vytézek preparace byl 19 mg proteinu FOXO31s6.269 0 koncentraci 1,1 10~
mol dm exprimovaného v 6 1 LB média (sloZeni viz tab. 4.1, str. 29) o dostadujici &istot,
jedné se o standardni vytézek proteinu FOXO356.260 z 6 1 LB média. Toto mnozstvi bylo

postacujici pro experimenty v této praci.

5.1.3 Purifikace neznaceného proteinu FOX03156-269
s krokem kationtové-vyménné chromatografie

Protein FOXO31s6260 purifikovany se zahrnutim kroku kationtové-vyménné
chromatografie byl exprimovan v bunikach E. coli ve 3 1 LB média po dobu 12 hodin pti 20
°C. Lyze bunék a GST chromatografie byly provedeny podle postupu v oddilech 4.3.1.2,
str. 29 a4.3.1.3, str. 30. Dialyza do pufru pro dialyzu (sloZeni viz tab. 4.6, str. 32) probihala
po dobu 6 hodin pti 4 °C, dialyza do pufru pro kationtové-vyménnou chromatografii

(slozeni viz tab. 4.7, str. 32) po dobu 8 hodin pfti 4 °C.
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5.1.3.1 Kationtové-vyménna chromatografie

Kationtové-vymeénnad chromatografie byla provedena podle postupu v oddilu
4.3.1.5, str. 33. Byla pouzita kolona Mono S® 5/50 GL naplnéna SP sepharosou, protein
byl eluovan gradientem koncentrace NaCl (c¢i(NaCl) = 0 mol dm, c{NaCl) = 1 mol dm™,
t = 15 min) s pritokem mobilni faze 1 ml/min, objem frakce byl 1 ml. Chromatogram
z kationtové-vyménné chromatografie je uveden na obr. 5.5. Frakce byly nasledné
analyzovany pomoci 15% SDS-PAGE, gel je na obr. 5.6, str. 59. Pro dalsi krok, tj. gelovou
chromatografii, byly slouceny frakce A11-B6.

I_-‘ﬂ i
— Azge /mAL i x F e

— Konduktivita fm% em™ { A |

&

Azmo /mAL

T I —— T — A

I fml

Obr. 5.5 Chromatogram z kationtove-vymenné chromatografie FOXO3;56.269 proteinu po
odstépeni GST afinitni kotvy. Chromatogram piedstavuje graf zavislosti absorbance pfi 280 nm

na objemu mobilni faze.
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Obr. 5.6 Overeni cistoty frakci po kationtové-vymeénné chromatografii pomoci 15% SDS-PAGE.
V prvni jamce je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl pouzit Blue
Protein Ladder (Biosystems). V jamkach A11-B7 jsou jednotlivé jimané frakce.

Vytézek purifikace proteinu FOXO31s62¢0 s krokem kationtové-vymeénné
chromatografie byl 7,9 mg proteinu z 3 1 LB média, koncentrace proteinu byla
c¢=2,510"*mol dm™3, jedna se o standardni vytézek FOXO3 56260 proteinu z 3 1 LB média.

Krok kationtové-vyménné chromatografie neptispél ke zvysSeni Cistoty

proteinového preparatu, a proto byl pfi nasledujicich purifikacich vynechan.

5.2 Exprese a purifikace 15N znaceného proteinu
FOXO03156-269

5.2.1 Exprese 15N znaceného FOX03156-269

Exprese '°N znageného proteinu FOXO3s6.260 probihala v butikdch E. coli, kmen
BL21(DE3) pfi teploté 20 °C po dobu 12 hodin, kolonie byly péstovany v 8 1 obohacené¢ho
minimalniho média s '’NH4Cl jako jedinym zdrojem dusiku (piiprava a sloZeni viz oddil
4.3.4, str. 38-40). >N znaceny protein FOXO3s6:2¢0 je exprimovén jako fuzni protein
s GST kotvou na N-konci.
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5.2.2 Purifikace 15N znaceného FOX03156-269

Purifikace znaceného proteinu sestavd ze tii hlavnich krokd: GST afinitni

chromatografie, dialyzy a odstépeni GST kotvy a gelové permeacni chromatografie.

5.2.2.1 GST chromatografie

GST chromatografie byla provedena podle postupu uvedeného v oddilu 4.3.1.3, str.
30. Pti purifikaci znacené¢ho proteinu exprimované¢ho v 8 1 obohaceného minimalniho
média byly provedeny dvé paralelni GST chromatografie (A a B) na dvou kolonach s 5 ml
staciondrni faze. Jimano bylo 2x6 frakci po 10 ml, Cistota frakci byla analyzovana pomoci
15% SDS-PAGE, gel s analyzovanymi frakcemi je uveden na obr. 5.7. Pro dialyzu a $tépeni
GST kotvy byly slouceny frakce A1-A3 a B1-B3.

st. sonikat sonikat peleta Al A2 A3 Bl B2 B3

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa S
R

50 kDa

e
37kDa PR — -—-,._.. -—--- -

25kDa

FOXO3-GST

20 kDa
15 kDa

10kDa W

Obr. 5.7 Overeni cistoty frakci po GST chromatografii pomoci 15% SDS-PAGE. V prvni jamce
je standard molekulovych hmotnosti, ozna¢eny st. Jako standard byl pouzit Precision Plus
Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamkach A1-A3 jsou jednotlivé frakce (1-3) jimané
pfi GST chromatografii na jedné koloné, v jamkach B1-B3 jsou frakce (1-3) jimané na druhé
koloné. V jamkach oznacenych jako sonikdt je 10x a 20x zfedény bunécny lyzat, v jamce
oznacené jako peleta je zfedéna bunécna frakce.

5.2.2.2 Dialyza a odstépeni GST kotvy

Podle postupu, uvedeného v oddilu 4.3.1.4, str. 32, byly provedeny dvé paralelni
dialyzy, kazda ve 2 1 pufru pro dialyzu (slozeni viz tab. 4.6, str. 32) s pouZzitim dialyzacni

membrany propoustéjici molekuly s M: do 6-8 kDa. Do jedné dialyza¢ni membrany byly
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slouceny frakce A1-A3, do druhé byly slouceny frakce B1-B3. Do kazdé¢ dialyzacni
membrany bylo ptidano 400 ul roztoku PreScission proteasy. Po dialyze byly roztoky
z obou membran slouceny, vysledny roztok byl analyzovan pomoci 15% SDS-PAGE, gel

je uveden na obr. 5.8.
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Obr. 5.8 Ovéreni cistoty proteinového preparatu po dialyze a odstépeni GST kotvy pomoci 15%
SDS-PAGE. V prvni jamce je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl
pouzit Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamce oznacené jako pred
Stépenim je vzorek odebrany pied dialyzou a Stépenim, v jamce oznacené jako po Stépeni je vzorek
odebrany po dialyze a odstépeni GST kotvy (M; =26 413).

Z gelu na obr. 5.8 je vidét, Ze doSlo k uplnému odstépeni GST afinitni kotvy.

5.2.2.3 Gelova permeacni chromatografie

Gelovd permeaéni chromatografie byla provedena podle postupu uvedeném
v oddilu 4.3.1.6, str. 33. Objem davkovany na kolonu byl cca 2 ml, jako mobilni faze byl
pouzit pufr pro gelovou permeacni chromatografii (slozeni viz tab. 4.8, str. 34). Byla
pouzita kolona HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 pg s rychlosti pritoku mobilni fize 2
ml/min, objem frakce byl 1,5 ml. Chromatogram je znazornén na obr. 5.9, str. 62. Cistota
frakci obsahujicich protein byla ovétena pomoci 15% SDS-PAGE, gel je na obr. 5.10, str.
62)

Po gelové permeacéni chromatografii byly slouceny frakce D6-ES. Z gelu na obr.
5.10, str. 62 je vidét, Ze frakce obsahuji prevazné protein FOXO3156.269. Na gelu jsou patrné
necistoty s vyssi 1 niz§i molekulovou hmotnosti, nez je molekulovd hmotnost FOXO31s56.
269. Necistoty s niz§i molekulovou hmotnosti jsou produkty proteolytické degradace

proteinu FOXO3156.259. Obsah necistot ve slouc¢enych frakcich je minoritni.
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Obr. 5.9 Chromatogram z gelové permeacni chromatografie N znaceného FOXO356.260 po

odstépeni GST afinitni kotvy. Chromatogram piedstavuje graf zavislosti absorbance pii 280 nm na

objemu mobilni faze. Pik oznaceny ¢islem 1 odpovida GST kotveé (M, = 26 413), pik oznaceny

¢islem 2 odpovida proteinu FOXO3 156260 (M: = 13 348).
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Obr. 5.10 Oveéreni cistoty frakci po gelové permeacni chromatografii pomoci 15% SDS-PAGE.
V prvni jamce je standard molekulovych hmotnosti, oznaceny st. Jako standard byl pouzit Precision
Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad). V jamkach D9-E9 jsou jednotlivé frakce po gelové
permeacéni chrmomatografii.

62



5.2.3 Stanoveni koncentrace 15N znaceného proteinu
FOX03156-269 a vytéZek purifikace

Koncentrace !N znaeného proteinu FOXO31s6260 byla stanovena

spektrofotometricky. Absorbance vysledného preparatu pii 280 nm byla zméfena 3,

primérna hodnota absorbance byla 4,,, =5,0. Pro vypocet koncentrace byl pouzit vztah

3):
5,0 -4 -3 -1
c=———=15-100" moldm™ = 2,0 mg ml™ .
33460-1
Celkovy objem vysledného preparatu byl 18 ml, vytézek preparace byl vypocten
podle vztahu (4):

m=18-10"-1,5-10"-13348 =36 mg .
Vytézek preparace byl 36 mg proteinu FOXO3 156260 0 koncentraci
1,5:10*mol dm™ exprimovaného v 8 1 obohaceného minimalniho média (sloZeni viz oddil
4.3.4, str. 38-40) o dostadujici ¢istoté, jednd se o pomérné vysoky vytézek '’N znageného

FOXO0356-269 proteinu z 8 1 obohacen¢ho minimalniho média.

5.3 Odhad Kkoncentrace nasyceného roztoku
slouCeniny S9 oxalat v pufru pro NMR méreni

Pro dalsi experimenty bylo nutné odhadnout koncentraci nasyceného roztoku sl. S9
oxalat v pufru pro NMR méfeni (sloZeni viz tab. 4.27, str. 48). Pro odhad koncentrace
slouceniny S9 oxalat byla zvolena metoda jednobodové kalibrace. Absorpéni spektrum
zfedéného roztoku standardu je ovlivnéno ptitomnosti DMSO (viz obr. 5.11, str. 64), proto
nemohla byt pro vypocet koncentrace pouzita vlnova délka odpovidajici absorpcnimu
maximu slouceniny S9 oxalat (235 nm), kdy je vypocet nejpiesnéjsi. Misto vinové délky
odpovidajici absorpénimu maximu byla zvolena vinova délka 270 nm, pii které

neabsorbuje v roztoku ptitomny DMSO (viz obr. 5.11, str. 64).
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Obr. 5.11 Absorpcni spektrum ziedéného roztoku standardu (v DMSO) a zredéného
nasyceného roztoku slouceniny S9 oxalat. Absorpéni spektra piedstavuji zavislost absorbance
na vilnové délce, absorpcni spektrum nasyceného roztoku sl. S9 oxalat v pufru pro NMR méteni
reprezentuje cerna kiivka, ziedény roztok standardu kiivka ¢ervena. Vinova délka 270 nm, pfi které
byl proveden vypocet koncentrace, je vyznacena zelenou svislou carou. V grafu jsou uvedena i
absorpéni spektra samotného DMSO a samotného oxalatu (viz legenda). Je vidét, Ze jak samotny
DMSO, tak samotny oxalat neabsorbuji zafeni o vinové délce 270 nm.

Absorbance zfedéného roztoku standardu pii 270 nm byla 4270 = 0,142, absorbance
1000x ztedéného nasyceného roztoku slouc¢eniny S9 oxalat byla 4>70 = 0,110. Pro vypocet
koncentrace nasyceného roztoku byl pouzit vztah (5).

0,110-20-107
c:

=15-10"° mol dm™
0,142

5.4 EMSA

Schopnost slou¢eniny S9 oxalat inhibovat vazbu FOXO3 DBD s DNA se
specificky rozpoznadvanym motivem IRE byla ovéfena pomoci analyzy elektroforetické
mobility, EMSA. Provedeny byly dva experimenty. V prvnim experimentu byl ovéfen
inhibi¢ni efekt slouc¢eniny S9 oxalat na vazbu FOXO3 DBD s DNA-IRE. Sloucenina S9

oxalat je soli kyseliny §tavelové, je tedy slabym elektrolytem, ktery ve vodném prostredi
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do urcité miry disociuje. V roztoku tak bude ptitomno urcité rovnovazné mnozstvi volného
oxalatu. Aby byl vylouCen fakt, ze inhibi¢ni efekt na vazbu FOXO3 DBD a DNA je
zpusoben samotnym oxalatem, byl proveden druhy, kontrolni, experiment. V kontrolnim,
experimentu byl porovnan inhibi¢ni efekt slouceniny S9 oxalat na vazbu FOXO3 a DNA-

IRE s inhibi¢nim efektem samotného oxalatu.

5.4.1 Ovéreni inhibi¢cniho efektu S9 oxalatu na vazbu
FOX03 s DNA pomoci EMSA

Vzorky pro byly pfipraveny podle postupu uvedeném v oddilu 4.3.7, str. 43. Slozeni

vzorkll pro nativni elektroforézu je uvedeno v tab. 5.1.

Tab. 5.1 Slozeni vzorkii pro EMSA pri ovéreni inhibicniho efektu slouceniny S9 oxalat

FOXO03 56260 DNA-IRE MgCl, S9 oxalat | NMR pufr* | vzorkovy
(c =387uM) (c=500uM) | (c=20mM) | (¢=3mM) pufr
V/ul

1 7,00 0 4,00 0 29,0 10,00
2 0 4,00 4,00 0 32,0 10,00
3 7,00 4,00 4,00 0 25,0 10,00
4 7,00 4,00 4,00 5,00 20,00 10,00
5 7,00 4,00 4,00 10,00 15,00 10,00
6 7,00 4,00 4,00 15,00 10,00 10,00
7 7,00 4,00 4,00 20,00 5,00 10,00
8 7,00 4,00 4,00 25,0 0 10,00

*slozeni viz tabulka 4.27, str. 48

Na gelu vizualizovaném pomoci stiibrnych iontl (viz obr. 5.12, str. 66, vlevo) je
vidét, Ze s pfibyvajici koncentraci inhibitoru S9 oxalat vzrista koncentrace volné, nevazané
DNA obsahujici IRE motiv, coz znaci, Ze sloucenina S9 oxalat je schopna inhibovat vazbu
FOXO3 DBD s DNA. Na kontrolnim gelu barveném pomoci Coomassie (viz obr. 5.12, str.

66, vpravo) se zarovei potvrdilo, zZe vzorky 3-8 obsahovaly stejné mnoZstvi proteinu.
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Obr. 5.12 12% polyakrylamidové gely pro nativni elektroforézu. Gel nalevo je barven pomoci
sttibrnych iontl (viz oddil 4.3.7, str. 43-44), kdy je vizualizovana pouze DNA, gel napravo je barven
pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250 (viz oddil 4.3.2, str. 35), vizualizovan je protein. Cisla
jamek odpovidaji Cislim vzorkil v tab. 5.1 (str. 65). Do jamky 1 byl nanesen samotny protein
FOXO03, ktery pfi nativni elektroforéze neputuje gelem (viz oddil 4.3.7, str. 43), v jamce 2 je
samotna DNA-IRE (sekvence viz oddil 4.3.6, str. 42). V jamkach 3-8 roste koncentrace slouc¢eniny
S9 oxalat od OmM do 1,5mM. S rostouci koncentraci S9 oxalatu se v dolni ¢asti gelu nalevo
objevuje volna DNA-IRE.

5.4.2 Porovnani inhibi¢niho efektu S9 oxalatu a samotného
oxalatu na vazbu FOX03 a DNA - kontrolni experiment

Vzorky pro byly ptipraveny podle postupu uvedeném v oddilu 4.3.7, str. 43. Slozeni

vzorkll pro nativni elektroforézu je uvedeno v tab. 5.2.

Tab. 5.2 Slozeni vzorkii pro EMSA, kontrolni experiment

FOXO356-269 DNA-IRE MgCl, S9 oxalat oxalat NMR vzorkovy
(c=387uM) | (¢=500uM) | (c=20mM) | (c=3mM) | (c=3mM) pufr* pufr
V/ul

1 7,00 0 4,00 0 0 29,0 10,00
2 0 4,00 4,00 0 0 32,0 10,00
3 7,00 4,00 4,00 0 0 25,0 10,00
4 7,00 4,00 4,00 15,00 0 10,00 10,00
5 7,00 4,00 4,00 25,0 0 0 10,00
6 7,00 0 4,00 0 0 29,0 10,00
7 0 4,00 4,00 0 0 32,0 10,00
8 7,00 4,00 4,00 0 0 25,0 10,00
9 7,00 4,00 4,00 0 15,00 10,00 10,00
10 7,00 4,00 4,00 0 25,0 0 10,00

*slozeni viz tabulka 4.27, str. 48
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Obr. 5.13 12% polyakrylamidové gely pro nativni elektroforézu. Gel nalevo je barven pomoci
sttibrnych iontl (viz oddil 4.3.7, str. 43-44), kdy je vizualizovana pouze DNA, gel napravo je barven
pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250 (viz oddil 4.3.2, str. 35), vizualizovan je protein. Cisla
jamek odpovidaji ¢islim vzorkl v tab. 5.2 (str. 66). Do jamek 1 a 6 byl nanesen samotny protein
FOXO3 56269, ktery pfi nativni elektroforéze neputuje gelem (viz oddil 4.3.7, str. 43), v jamkéch 2
a 7 je samotna DNA-IRE(sekvence viz oddil 4.3.6, str. 42). V jamkach 3-5 roste koncentrace S9
oxalatu od OmM do 1,5mM, v jamkach 8-10 roste koncentrace samotného oxaladtu od OmM
dol,5mM. S rostouci koncentraci S9 oxalatu (jamky3-5) i samotného oxalatu (jamky 8-10) se
v dolni casti gelu nalevo objevuje volna DNA-IRE.

Na gelu nalevo barveném pomoci stiibrnych iontd (obr. 5.13 vlevo) je vidét, ze
s pribyvajici koncentraci slouceniny S9 oxalat ptibyva koncentrace volné, nevazané DNA,
to samé vsak plati pro samotny oxalat. Porovnanim koncentrace volné DNA v jamkéch 5
(1,5mM S9 oxalat) a 10 (1,5mM oxalat) je vidét, Ze inhibi¢ni efekt slouceniny S9 oxalat je
silngj$i nez inhibi¢ni efekt samotného oxalatu. Kontrolni gel barveny pomoci Coomassie
(viz obr. 5.13, vpravo) ukdazal, Ze vzorky 3-5 a 8-10 obsahovaly stejné mnozstvi proteinu.

Vysledky EMSA potvrdily, ze slouc¢enina S9 oxalat je schopna inhibovat interakci
FOXO3 DBD a DNA s IRE motivem, inhibi¢ni efekt je vSak pomérné slaby pravdépodobné

v dusledku nizké vazebné afinity slouc¢eniny S9 oxalat.
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5.5 NMR experimenty

5.5.1 2D 1H-15N HSQC experiment

Pti titraci FOXO3-DBD roztokem slouceniny S9 oxalat byla pozorovéana rychla

vyména mezi volnou a vdzanou formou ligandu (resp. proteinu) s postupnym posunem

nékterych signall v zavislosti na koncentraci ligandu (viz obr. 5.14).
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B =N FOXO03 + S%0x 3 mM

B N FOXO3 + 590x 45 mM

B N FOX03 +590x 7 mM

-]
' A
g ’ i
I7e) =]
5 0 .
~ N 5 a
:/'\ N\E
o 3 - g‘/a\cf‘:
gy 20 , Besii
Gm B > E s 3 3“’\
0% _ P-%0 3
- s X _
@ ~ b no00°085 &2
" 0 53 -4 = ]
5 WA LT AR e
- 5 3—‘ m Y -~
5O A Yo @ o 9(‘2 2 g 2 =
g 23 A0neg Vitg¥ g5 o £
i o (U] n F& wn — 5 o
=7 =] b= = o 0 s ‘
g 8 ‘g . RS o T B T -
O _O@o o & %’S:;‘,ﬁ :’E < -
£ wn o = —
2 0 @ 2@ e e Y
€] 5 i3 3.0 o %‘83 2=
~
© s Al
O
2. & & 2@ _
b= - ) -
wn & ; -
& 5-0
5o
S
-
-4
=35 e
s @
9 |o
) -
o
T T T T Vl
o N o N o
— L o o~ m
L] | - — ~—
15N
(ppm)

Obr. 5.14 'H-°N korelacni spektra, série 2D 'H-'"N HSQC experimentii pro riizné koncentrace
slouceniny S9 oxaldt (titrace ligandem). Kazda barva odpovidd jednomu 2D 'H-N HSQC
experimentu s urcitou koncentraci slouceniny S9 oxalat ve vzorku. Obrazek vytvofila RNDr.

Katarina PSenakova.
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Na obr. 5.14, str. 68, ktery predstavuje sérii 2D "H-'>N HSQC experimentd, t;. titraci
FOXO03156-269 slouceninou S9 oxalat je vidét posun krospikl v zéavislosti na koncentraci
slouceniny S9 oxalat. Rezidua, jejichz krospiky odpovidajici NH skupinam
polypeptidového fetézce jsou posunuty nejvice, pravdépodobné tvoii vazebny povrch pro
slouceninu S9 oxalat. Rezidua se signifikantni relativni CSP jsou uvedena v tab. 5.3.
Relativni CSP byla vyhodnocena pro minimalni koncentraci slouceniny S9 oxalat (zluté

spektrum). Vyhodnoceni bylo provedeno RNDr. Katarinou PSendkovou.

Tab. 5.3 Rezidua se signifikantni relativni CSP

reziduum | rel. CSP | reziduum | rel. CSP | reziduum | rel. CSP
[IN237 [ 6,285 Y62 | 1378 |BIM221 | 0,858
(fH212  [6,217 G158 1,313 Bw234 0,835
[IN213 [ 3,138 I 1236 1,297 G205 | 0,835
(I R211 2,465 I r222 1,173 F194 0,774
(P L216 2,079 V191 1,164 K195 | 0,744
T167 1,927 D239 1,026 M187 | 0,725
[l 5215 1,532 A163 0,926 B2 |-
[ S209 1,418 D164 | 0919 P28+ |-
(L1850 1,383 RI168 | 0,914

Cervené oznadena rezidua byla na zikladé 2D "H-'N HSQC experimentu vybréana jako flexibilni
pfi molekulovém dokovéni, rezidua oznacena rtizove maji signifikantni CSP, ale nebyla vybréna
jako flexibilni. Rezidua oznacena * byla vybrana jako flexibilni, nebot’ tvofi s ostatnimi cervene
vyznacenymi rezidui celistvy povrch. Vzhledem k tomu, Ze se nachazi ve vysoce flexibilni ¢asti
proteinového fetézce, pro né chybi piitazeni pika v 2D 'H-"’N HSQC spektru.

Rezidua, kterd jsou v tab. 5.3 oznacena Cervené byla vybrana jako flexibilni pfi
molekulovém dokovani, nebot’ maji signifikantni CSP a tvofi celistvy povrch, ktery je
potencialnim vazebnym povrchem pro slouc¢eninu S9 oxalat. Rezidua G205, Y162, A163 a
D164 jsou sice soucasti tohoto povrchu, nicméné nebyla vybrana jako flexibilni pro
molekulové dokovani z diivodu, ze pifi vypoctu je povoleno pouze 32 aktivnich torzi
postrannich fetézcli a "search space" nesmi byt vétsi nez 27 000 A3. Navic byla jako
flexibilni vybrana rezidua H217 a S218, tato tvoii s ostatnimi flexibilnimi rezidui celistvy
povrch, nachézi se ale ve vysoce flexibilni ¢asti proteinoveho fetézce, proto pro né chybi

pfifazeni krospikii v NMR spektru.
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DNA DBE

Obr. 5.15 Znazorneéni rezidui se signifikantni CSP na krystalové strukture komplexu FOXO3 DBD
s DNA obsahujici DBE motiv. Rezidua jsou zna¢ena analogicky s tab. 5.3, str. 69. Cerveny povrch
odpovidd povrchu rezidui vybranych na zdkladé vyhodnoceni NMR dat jako flexibilni pfi
molekulovém dokovani. Rizovy povrch odpovida reziduim, ktera maji signifikantni CSP, ale
nebyla vybrana jako flexibilni pii molekulovém dokovani. Cervené vyznageny povrch rezidui,
vybranych jako flexibilni pfi molekulovém dokovani, zaroven tvofi podstatnou cast DNA-
vazebného povrchu. Obrazek byl vytvofen v programu The PyMol Molecular Graphics System,
v.0.99, Shrodinger, LLC.

Série 2D 'H-'"N HSQC experiment (titrace ligandem) pomohla identifikovat, ktera
rezidua FOXO3 DBD jsou nejvice ovlivnéna vazbou slouceniny S9 oxalat. Na zakladé
identifikovan vazebny povrch pro slou¢eninu S9 oxalat, jeho reprezentace je na obr. 5.15,
kde je vidét, Ze tento vazebny povrch tvoii rovnéz podstatnou ¢ast DNA-vazebného

povrchu.
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5.5.2 STD experiment

Pro potvrzeni ptimé interakce FOXO3 DBD se slou¢eninou S9 oxalat byl proveden

STD experiment, STD spektrum i spektrum samotné sl. S9 oxalat je uvedeno na obr. 5.16.

A S9oxalat 3 e

2 6
1
0
Hsc/\{\@ oy
J'k J\/ 3
R 4 5 NH SNH N e,

74 7

i1 il
JM\p WLW “””‘MW ,r-' % le WWWW ‘WW

'H Chemical shift (ppm)

Obr. 5.16 STD NMR experiment. Spektrum A je 'H spektrum samotné slouceniny S9 oxalat,
spektrum B je 'H STD spektrum neznageného proteinu FOXO3s6.2¢0 @ slouGeniny S9 oxalat.
Symboly H1-H7 jsou pfifazeny jednotlivé signaly 'H jader slou¢eniny S9 oxalat, protony oznacené
stejnymi ¢&isly jsou chemicky ekvivalentni. Signaly 'H jader guanidinové skupiny sl. S9 oxalat ve
spektru chybi, nebot’ podléhaji rychlé vymeéné s 'H jadry rozpoustédla. Obrazek vytvoiila RNDr.
Katarina PSenakova.

STD NMR experiment ukazal, Ze néktera 'H jadra slouceniny S9 oxalat se nachazi

v piimé blizkosti FOXO3 DBD (viz obr. 5.16), coZ potvrzuje pifimou interakci slouceniny
S9 oxaldt a FOXO3 DBD. Jde o 'H jadra propoxyfenylové skupiny, 'H jadro
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pyrimidinového kruhu a 'H jadra methylovych skupin pyrimidinového kruhu. 'H jadra
guanidinové skupiny podléhaji rychlé viméné s 'H jadry rozpoustédla, jejich signaly v 1D

'H, a tudiz i STD, spektru chybi.

5.6 Molekulové dokovani

Za ucelem predikce interakci a vazebné konformace slouceniny S9 oxalat a FOXO3
DBD bylo provedeno molekulové dokovani. Pro dokovani se slouceninou S9 byly na
zékladé vyhodnoceni relativni CSP vybrana rezidua, kterd se pravdépodobné podili na
vazbé¢ ligandu (viz tab. 5.3, str. 69). Tato rezidua byla vybrana jako flexibilni, v programu
AutoDockTools v1.5.6 (Morris et al., 2009) byly vytvofeny vstupni soubory pro AutoDock
Vina: rigid.pdbqt a flexible.pdbqt. Dale byl specifikovan tzv. search space, jehoz rozméry

a soufadnice stiedu v A (viz obr. 5.17) byly zapsany do vstupniho textového souboru.

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 13225
number of points in x-dimension:

[ITTT24 7T
number of points in y-dimension:

[[TT722 7711

number of points in z-dimension:

[TiT22 |||]]]||
Spacing (angstrom): [T 17000 T

Center Grid Box: <offset>
ycenter:m (1T
zcentertm (LT

Obr. 5.17 Vymezeni vypocetniho prostoru, tzv. search space pomoci funkce Grid box v programu
AutoDockTools v1.5.6 (Morris et al., 2009). Na obrazku je FOXO3 DBD s vybranymi flexibilnimi
rezidui, jejichz atomy jsou oznaceny zlutymi kiizky. Kvadr pfedstavuje vymezeni tzv. search space.
V okné v levém hornim rohu jsou rozméry kvadru a soufadnice jeho stiedu v A.

Zablokovani rotace dvojné vazby guanidinové skupiny generuje dva izomery
slouceniny S9, tyto byly pojmenovany S9a a S9b, oba izomery jsou uvedeny na obr. 5.18,
str. 73. Vypocty byly provedeny pro kazdy izomer zvlast. Struktury obou izomert byly
vytvoifeny v programu HyperChem(TM) Professional 8.0.8, Hypercube, Inc., USA.
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V programu AutoDockTools v1.5.6 byly nasledné definovany rotovatelné vazby pro oba

izomery (viz obr. 5.18, str. 73), takto pfipravené vstupni soubory byly pojmenovany
S9a.pdbqt a S9b.pdbqt.

Obr. 5.18 2 izomery slouceniny S9 oxalat. Zelen€ jsou vyznaceny vazby s povolenou rotaci, Cervené
jsou vyznaceny nerotovatelné vazby. Dvojna vazba guanidinové skupiny je vyznacena bilou Sipkou.
Obrazek byl vytvofen v programu The PyMol Molecular Graphics System, v.0.99, Shrodinger,

LLC.
Pro kazdy izomer byl vypocet s pouzitim programu AutoDock Vina proveden 10x.
Vysledné konformace byly pro oba izomery téméf identické. Konformace na obr. 5.19, str.

74 vpravo predstavuje reprezentativni vazebné konformace pro slouceniny S9a a S9b

ziskané na zakladé molekulového dokovani.
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Obr. 5.19 Znazornéni vazebného mista pro slouceninu S9 oxalat (resp. S9) na zakladé vysledkii
molekulového dokovani. Nalevo je znazornéna pocatecni konformace, tj. NMR struktura FOXO3
DBD (Wang et al., 2008), napravo pak vysledna konformace ziskana na zakladé molekulového
dokovani. Struktury ¢ervené vyznacenych flexibilnich rezidui (ty¢inkova reprezentace) obsahuji
pouze atomy H vazané polarni vazbou. Obrazek byl vytvoren v programu The PyMol Molecular
Graphics System, v.0.99, Shrodinger, LLC.

Na obr. 5.20, str. 75 je reprezentace vazebné konformace slouceniny S9 oxalat, Zluté
jsou vyznaceny protony slouceniny S9 oxalat, které davaji signal pii STD experimentu (viz
obr. 5.16, str. 71), a tudiz by mély byt v pfimé blizkosti povrchu proteinu. Z obrazku je

vidét, Ze vysledky molekulového dokovani jsou v souladu s STD NMR experimentem.
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Obr. 5.20 Reprezentace vazebné konformace pro DNA a 89 oxalat. Na Obrazku je DBD FOXO3
se slouceninou S9 oxalat v konformaci ziskané pomoci molekulového dokovani. Razovy povrch
odpovida reziduim, ktera maji signifikantni CSP pfi titraci ligandem v sérii 2D 'H-"’N HSQC NMR
experimentii, ale nebyla vybrana jako flexibilni. Cervend jsou vyznalena rezidua, ktera byla
vybrana jako flexibilni (analogicky s tab.12 5.3, str. 69). Sedy povrch odpovida &asti
polypeptidového fetézce, ktera byla v prubéhu molekulového dokovani rigidni. Obrazek byl
vytvoren v programu The PyMol Molecular Graphics System, v.0.99, Shrodinger, LLC.

Pomoci metod molekulového dokovani byla pfedpovézena nejen vazebna
konformace, ale 1 interakce mezi slou¢eninou S9 oxalat a FOXO3 DBD viazanych
nekovalentné. Rezidua kli¢ovd pro vazbu slouceniny S9 oxalat jsou His212, Arg21l1,
Arg222, Ser215 a Trp234. Rezidua a helixu H3, His212, Arg211 a Ser215, jsou zaroven
klicova pro specifickou vazbu DNA. Arg222 a Trp234 interaguji nespecificky s fosfatovou
skupinou cukr-fosfatové kostry DNA (viz obr. 2.8, str. 21). Interakce mezi FOXO3 DBD a
S9 oxalat jsou znazornény na obr. 5.21, str. 76. His212 interaguje se slouc¢eninou S9 oxalat
prostiednictvim van der Waalsovych interakci. Ser215 a Arg211 interaguji se sl. S9 oxalat
prostiednictvim vodikovych mustkd. Arg222 a Trp234 interaguji se sl. S9 oxalat

prostfednictvim van der Waalsovych interakei.
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Obr. 5.21 Detailni znazornéni vazebné konformace sl. 89 oxaldt nekovalentné vizané na FOXO3
DBD. Na Obrazku je DBD FOXO3 se slouceninou S9 oxalat v konformaci ziskané pomoci
molekulového dokovani. Flexibilni rezidua jsou vyznaceny pomoci tyCinkové reprezentace a
obsahuji pouze atomy H vazané polarni vazbou. Vodikové vazby jsou vyznaCeny prerusovanou
Carou. Obrazek byl vytvofen v programu The PyMol Molecular Graphics System, v.0.99,
Shrodinger, LLC.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo studovat inhibici interakce FOXO3 DBD a molekuly DNA
obsahujici FOXO proteiny rozpoznavany IRE motiv. Jako inhibitor byla pouzita slouc¢enina
S9 oxalat a inhibice byla studovana pomoci analyzy elektroforetické mobility, EMSA. Déle
byla studovéna interakce sl. S9 oxalat a FOXO3 DBD pomoci NMR a metod molekulového
dokovani. Pro experimenty v této praci bylo nutné pfipravit jak neznatenou, tak '°N
znacenou DNA-vazebnou doménu FOXO3 proteinu, sekvenci aminokyselin 156-269.

Ptiprava FOXO 3 DBD se skladala z jeho exprese v buitkach E. coli a nasledné
purifikace. Purifikace proteinu FOXO31s626¢9 zahrnovala né¢kolik krokt: GST
chromatografii, dialyzu a odstépeni GST kotvy, kationtové-vyménnou chromatografii a
gelovou permeacni chromatografii. Kationtové-vyménna chromatografie nepiinesla
vyrazné zvyseni Cistoty proteinového preparatu, proto byla v disledku urychleni purifikace
vynechana. Cistota proteinového preparatu byla po kazdém kroku analyzovana pomoci
15% SDS-PAGE. Neznadeny i '°N znaéeny protein FOXO3is6260 byly pfipraveny
s postacujicim vytézkem i ¢istotou a mohly byt pouzity pro experimenty v této praci.

Pomoci analyzy elektroforetické mobility, EMSA, byla studovana schopnost
slouceniny S9 oxalat inhibovat vazbu FOXO3 56260 a DNA. Na gelech barvenych stfibrem
byla pozorovéana zoéna volné DNA u vzorkt s pfidavkem slouceniny S9 oxalat, tato zona se
roz$ifovala v zavislosti na koncentraci inhibitoru ve vzorku. Bylo potvrzeno, Ze sloucenina
S9 oxalat je skute¢né schopna inhibovat interakci FOXO3 DBD s DNA s IRE motivem.
Pozorovany inhibi¢ni efekt je vSak slaby pravdépodobné v disledku nizké vazebné afinity
slouceniny S9 oxalat a FOXO3 DBD (Kp odhadnutd vynesenim zavislosti CSP na
koncentraci ligandu je (8 £ 2)-10 *, odhad provedla RNDr. Katarina P$endkov4). Rovnéz
se ukdzalo, Ze samotny oxalat ma také urcitou schopnost inhibovat interakci FOX0O3 DBD
s DNA, inhibi¢ni efekt vSak neni tak silny jako u slouc¢eniny S9 oxalat.

NMR experimenty byly pouzity pro identifikaci rezidui DBD FOXO3, ktera se
ucastni vazby slouceniny S9 oxalat a identifikaci protontli slou¢eniny S9 oxalat, které se
koncentraci ligandu ve vzorku (1,5 mmol dm>) v 'H-'>N 2D HSQC experimentu byla
vybréna rezidua, ktera tvofi vazebny povrch pro slou¢eninu S9 oxalét. Tatoa rezidua byla

nasledné pouZzita pfi molekulovém dokovani, kde byla vybrana jako flexibilni.
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STD NMR experiment ukézal, Ze n&ktera 'H jadra sloudeniny S9 oxalat se nachazi
v ptfimé blizkosti FOXO3 DBD, coz potvrzuje pifimou interakci slou¢eniny S9 oxalat a
FOXO3 DBD. Jde o 'H jadra propoxyfenylové skupiny, 'H jadra pyrimidinového kruhu a
'H jadra methylovych skupin pyrimidinového kruhu

Pomoci metod molekulového dokovani byla pfedpovézena vazebna konformace pro
slouc¢eninu S9 oxalat a DBD FOXO3, kterda byla v dobré shodé¢ s NMR experimenty.
Rezidua klicova pro vazbu slouceniny S9 oxalat jsou His212, Arg211, Arg222, Ser215 a
Trp234. Rezidua o helixu H3, His212, Arg211 a Ser2l15, jsou zaroven klicova pro
specifickou vazbu DNA. Vysledky experimentli v této praci ukézaly, ze sloucenina S9
oxalat je schopna inhibovat interakci FOXO3 DBD a DNA prostiednictvim interakce
s rezidui DBD, ktera jsou klicova pro vazbu DNA.
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7 7Zaveér

e Byla pfipravena neznacena i °N znaéena DNA-vazebna doména proteinu FOXO3

(sekvence aminokyselin 156-269) s dostateCnym vytézkem a o postacujici Cistoté.

e Pomoci analyzy elektroforetické mobility, EMSA, bylo ukdzano, Ze slou¢enina S9

oxalat je schopna inhibovat interakci FOXO3 DBD s DNA obsahujici IRE motiv.
e NMR experimenty ukazaly, Ze slouenina S9 oxalat interaguje ptfimo
s DNA-vazebnou doménou transkripcniho faktoru FOXO3, konkrétné s oblasti

tvotici vyznamnou ¢ast DNA-vazebného povrchu.

e Pomoci metod molekulového dokovani byla pfedpovézena vazebna konformace

pro slouc¢eninu S9 oxalat a FOXO3 DBD.

e Na zaklad¢ vysledkit NMR experimentii a molekulového dokovani byly navrzeny

mozné interakce mezi slouc¢eninou S9 oxalat a FOXO3 DBD.
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