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Abstrakt 

Transkripční faktory jsou proteiny, které regulují expresi genů v různých typech buněk. 

Hrají tak důležitou roli v mnoha buněčných procesech od regulace buněčného cyklu až 

po buněčnou diferenciaci. Pomocí DNA vazebné domény rozpoznávají a váží specifické 

sekvence DNA. Jedním z typů DNA vazebné domény je doména „forkhead“, která se 

skládá ze 100–110 aminokyselinových zbytků. Tato sekvence je označována jako DBD 

FOX a připomíná tvar „okřídleného helixu“. Proteiny z rodiny FOX interagují 

s dvouvláknovou DNA pomocí α-helixu H3, který je pro tuto rodinu sekvenčně konzer-

vován. Na vazbě s DNA se dále podílejí i další oblasti DBD, které však sekvenčně kon-

zervovány nejsou a odlišné strukturní rysy přispívají k rozdílné afinitě FOX proteinů 

k DNA. Odlišnosti v trojrozměrné struktuře mohou také mít vliv na různorodost biolo-

gických funkcí proteinů FOX v organismu. Proteiny FOX se dělí do 19 podrodin, mezi 

které patří i podrodina FOXK, kterou tvoří dva členové FOXK1 a FOXK2. Proteiny 

FOXK regulují aerobní glykolýzu, buněčnou proliferaci a také karcinogenezi. Jejich 

zvýšená exprese byla popsána v rakovinných buňkách kosterní tkáně, žaludku, tlustého 

střeva, prsu, plic, vaječníků aj. Funkce proteinů FOXK v různých typech rakoviny však 

není dosud velmi prozkoumána. 

 Cílem práce bylo připravit nativní protein DBD FOXK1, který rozpoznává 

a váže specifický vazebný motiv dvouvláknové DNA. Ke studiu vazby DBD FOXK1 

s dvouvláknovou DNA bylo využito pět oligonukleotidů (CRTC 2_14, CRTC 2_16, 

INSR_13, S16 a S1FLC) o délce 13, 14 a 16 párů bazí. Interakce připraveného proteinu 

s oligonukleotidy byla sledována s využitím nativní hmotnostní spektrometrie. Purifika-

cí byl získán velmi čistý funkční protein DBD FOXK1, který váže všechny vybrané 

oligonukleotidy obsahující specifickou vazebnou sekvenci. Při nativní elektroforéze 

byla při vyšších koncentracích proteinu pozorována další forma komplexu o nižší mobi-

litě, která pravděpodobně přísluší druhé molekule DBD FOXK1 navázané mimo vysoce 

konzervovaný motiv. 

Klíčová slova 

transkripční faktory, DNA vazebná doména, oligonukleotid, trojrozměrná struktura, 

karcinogeneze  
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Abstract 

Transcription factors are proteins that regulate gene expression in different cell types. 

They play an important role in many cellular processes including regulation of cell cy-

cle and cell differentiation. They possess DNA binding domains to recognize and bind 

specific DNA sequences. One type of DNA binding domain is the forkhead domain, 

which contains a region of 100–110 amino acid residues. This sequence is referred to 

DBD FOX and its spatial arrangement resembles a "winged helix". Proteins of the FOX 

family interact with double-stranded DNA via the α-helix H3, which represents highly 

conserved region within the proteins of this family. Other regions of the DBD further 

contribute in DNA binding, but as not significantly conserved, and their different prop-

erties are responsible for variable affinities of individual FOX proteins against binding 

motifs. Differences in three-dimensional structure may also alter biological functions of 

FOX proteins in the organism. FOX proteins are divided into 19 subfamilies, including 

the FOXK subfamily, consisting of two members, FOXK1 and FOXK2. FOXK proteins 

regulate aerobic glycolysis, cell proliferation and carcinogenesis. Their increased ex-

pression has been reported in cancer cells of skeletal tissue, stomach, colon, breast, 

lung, ovary, etc. However, the biological role of FOXK proteins in different types of 

cancer is still not well understood. 

 The aim of this work was to prepare a native DBD FOXK1 protein that recog-

nizes and binds a specific DNA motif. Five oligonucleotides (CRTC 2_14, CRTC 2_16, 

INSR_13, S16 and S1FLC) with the length of 13, 14 and 16 base pairs were used to 

examine the binding of DBD FOXK1. Intermolecular interaction was monitored by 

native electrophoresis and native mass spectrometry. Established purification procedure 

provided a highly pure functional DBD FOXK1 protein that binds to all tested oligonu-

cleotides containing the specific binding sequence. Using native electrophoresis, an ad-

ditional form of the complex with lower mobility was observed at higher excess of the 

protein, which indicates binding of the second DBD FOXK1 molecule outside the high-

ly conserved binding motif. 

Key words 

transcription factors, DNA binding domain, oligonucleotide, three-dimensional 

structure, carcinogenesis 

[IN CZECH]  
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Seznam použitých zkratek 

ACS označení kvality produktu, která vyhovuje požadavkům Americké 

chemické společnosti 

ChIP-seq chromatinová imunoprecipitace (z angl. chromatin immunoprecipiation 

sequencing) 

CRTC2 CREB transkripční koaktivátor 2 (angl. CREB regulated transcription 

coactivator 2) 

DNA 2-deoxyribonukleová kyselina (z angl. 2-deoxyribonucleic acid) 

DBD DNA vazebná doména (z angl. DNA binding domain) 

EDTA  kyselina etylendiaminotetraoctová (z angl. ethylenediaminetetraacetic 

acid) 

EMT epiteliálně mezenchymální tranzice 

ESI ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization) 

FHA doména, která slouží k interakci s jinými proteiny (z angl. forkhead-

associated domain) 

FOX rodina transkripčních faktorů (z angl. forkhead box) 

GSK3 kinasa fosforylující glykogen synthasu (z angl. glykogen synthasekina-

se 3) 

HEPES (4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin) ethansulfonová kyselina 

HLH rodina transkripčních faktorů majících motiv helix-smyčka-helix 

(z angl. helix-loop-helix) 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (z angl. high-performance 

liquid chromatography) 

ILF protein interagující s interleukinem(z angl. interleukin binding factor) 

INSR insulinový receptor 

IPTG isopropyl β-D-1thiogalactopyranosid 

LB médium pro kultivaci bakterií (z angl. Luria-Bertani broth) 

LC kapalinová chromatografie (z angl. liquid chromatography) 

MALDI desorpce/ionizace laserem za přítomnosti matrice (z angl. matrix assis-

ted laser desorption/ionization) 

MNF nukleární faktor myocytů (z angl. myocyte nuclear factor) 

mRNA  mediátorová RNA 
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MS hmotnostní spektrometrie (z angl. mass spectrometry) 

NMR nukleární magnetická rezonance 

OD600  optická denzita při vlnové délce 600 nm 

PBS fosfátem pufrovaný izotonický roztok (z angl. phosphate buffered sali-

ne) 

PDB databáze trojrozměrných struktur proteinů (z angl. protein data bank) 

RNA ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid) 

RNAp  RNA polymeráza 

SID doména interagující se Sin3 (z angl. sin3b-interacting domain) 

Sin3 negativní regulátor transkripce (z angl. SWI-interpendent-3) 

SDS dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE elektroforetická separace v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti 

SDS (z angl. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) 

Sds3 transkripční regulační protein (z angl. suppressor of defective silen-

cing 3) 

TB médium pro kultivaci bakterií (z angl. terrific broth) 

TBE Tris-borátový pufr s přídavkem EDTA 

TBP podjednotka transkripčního faktoru TFIID (z angl. TATA binding pro-

tein) 

TEMED 1,2-bis(dimethylamino)ethan 

TF transkripční faktor 

TFII transkripční faktory II, které tvoří preiniciační komplex RNA polyme-

rasy II 

TOF analyzátor doby letu (z angl. time-of-flight) 

ZNF  zinkový prst (z angl. zinc finger) 
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1. Teoretický úvod 

Transkripční faktory jsou klíčové buněčné proteiny, které regulují přepis genetické 

informace z DNA do mRNA vazbou na specifickou sekvenci DNA pomocí DNA 

vazebné domény. Transkripční faktory hrají důležitou roli v mnoha buněčných proce-

sech od regulace buněčného cyklu až po buněčnou diferenciaci. Mohou vystupovat 

samostatně nebo v komplexu s jinými proteiny jako aktivátory nebo inhibitory jejich 

transkripce. Deregulace aktivity exprese a mutace genů transkripčních faktorů vede 

k mnoha lidským onemocněním, jako jsou např. vývojové poruchy nebo genetická 

a onkologická onemocnění. Biologická funkce transkripčních faktorů je stále před-

mětem výzkumu a v současné době není dostatečně objasněna.  

1.1 Funkce transkripčních faktorů při transkripci  

Transkripce je přepis genetické informace obsažené v DNA do molekul RNA pomocí 

RNA polymerasy (RNAp) [1, 2]. V buňkách je regulována mnoha proteiny, jimiž jsou 

např. obecné transkripční faktory, ko-faktory, histony nebo proteiny rozvolňující 

chromatin. Na začátku transkripce musí nejprve dojít k sestavení preiniciačního kom-

plexu za pomoci sady obecných transkripčních faktorů (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, 

TFIIF a TFIIH), které umožní navázání RNAp k promotoru genu (viz Obr. 1, str. 11). 

Tvorba preiniciačního komplexu začíná rozpoznáním oblasti označované jako TATA 

box, což je sekvence bohatá na thyminy a adeniny [3], nacházející se cca  

25–30 párů bazí před místem zahájení transkripce. TATA box je rozpoznán podjed-

notkou TBP (z angl. TATA-binding protein), která je součástí TFIID. Po navázání 

transkripčního faktoru dochází ke změně konformace DNA a připojení TFIIA, který 

upevňuje vazbu TFIID s TATA boxem a TFIIB, který je schopný interagovat nejen se 

vznikajícím komplexem, ale také s RNAp. Polymerasa se následně váže s TFIIF. Jako 

poslední se připojují TFIIH a TFIIE, díky kterým se stabilizuje vzniklý komplex tran-

skripčních faktorů s DNA a umožňují interakci s helikasami, které rozplétají 

dvoušroubovicovou DNA a RNAp může zahájit transkripci. Transkripce je regulována 

celou řadou transkripčních faktorů, které se váží na specifické sekvence DNA  [4, 5]. 
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Obrázek 1 Tvorba preiniciačního komplexu Preiniciační komplex vzniká pomocí obecných 

transkripčních faktorů (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH), které umožní RNA polyme-

rase se navázat k promotoru genu a zahájit transkripci. Tvorba preiniciačního komplexu začíná 

nasednutím transkripčního faktoru TFIID do oblasti bohatou na thyminy a adeniny, tzv. TATA-

boxu.  

1.2 Funkce a struktura transkripčních faktorů 

Transkripční faktory (TF) jsou proteiny, které regulují expresi genů. Každý TF může re-

gulovat soubor genů v různých typech buněk. Správná úroveň exprese genů hraje důleži-

tou roli v mnoha biologických procesech od udržování metabolické rovnováhy přes regu-

laci buněčného cyklu až po buněčnou diferenciaci. Mutace v genech pro TF, které způso-

bují ztrátu funkce, jsou příčinou mnoha lidských onemocnění, jako např. abnormální vý-

voj orgánů, kardiovaskulární choroby, autoimunitní a nádorová onemocnění [2, 6, 7]. 

 Dřív byl termín transkripční faktor používán k popisu jakéhokoli proteinu, který 

se podílel na transkripci nebo byl schopný regulovat hladinu genové exprese. Dnes se 

tento termín používá výhradně pro proteiny, které jsou schopny vázat DNA sekvenčně 

specifickým způsobem a dokážou regulovat transkripci. Transkripční faktory mohou 

mít až 1000× větší preferenci ke specifické vazebné sekvenci ve srovnání s jinými sek-

vencemi a schopnost vázat se na konkrétní sekvenci DNA je považována jako indikátor 

schopnosti regulovat transkripci [6, 7]. 
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Obrázek 2 Klasifikace transkripčních faktorů Rozdělení podle DNA vazebné domény. Obrázek 

převzat a upraven podle [6]. 

 Transkripční faktory jsou většinou modulární proteiny obsahující několik struktu-

rovaných domén spojených pomocí flexibilních úseků. Všechny TF obsahují DNA va-

zebnou doménou (DBD, z angl. DNA binding domain), pomocí které proteiny rozpozná-

vají a váží specifické sekvence DNA, a efektorovou doménu, která zajišťuje regulaci tran-

skripční aktivity pomocí interakce se základním transkripčním aparátem během iniciace, 

kooperativní interakci s jiným TF nebo interakci s chromatinem [7, 8]. Nejběžnější klasi-

fikace TF (viz Obr. 2) je založena na strukturních rysech jejich DBD. TF nejčastěji obsa-

hují tři typy DBD (viz Tab. 1, str. 13), a to doménu obsahující zinkový prst (ZNF-C2H2, 

z angl. C2H2 zinc-finger), homeodoménu (z angl. homeodomain) a helix-smyčka-helix 

(HLH, z angl. helix-loop-helix) [6, 7]. Struktura zinkového prstu je nejvíce zastoupeným 

motivem TF. Charakteristickým rysem je sekundární struktura 28 aminokyselinových 

zbytků, které pomocí cysteinu a histidinu koordinují ion zinku [9]. Homeodoména je slo-

žena ze šedesáti aminokyselinových zbytků tvořících tři α-helixy spojené smyčkou 

(z angl. loop) a ohybem (z angl. turn). Helix 3 se často označuje jako „rozpoznávací he-

lix“ (z angl. recognition helix) a jeho prostřednictvím je protein schopen interagovat 

s DNA [10]. Struktura helix-smyčka-helix se skládá z převážně bazických a hydrofobních 

aminokyselinových zbytků. Bazické aminokyselinové zbytky umožňují silnou vazbu pro-

teinu s DNA, zatímco hydrofobní aminokyselinové zbytky zprostředkovávají interakci 

mezi proteiny za vzniku homo/heterodimerů [11]. 
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Tabulka 1 Nejběžnější DNA vazebné domény transkripčních faktorů [12]. 

DNA vazebná doména počet transkripčních faktorů 

ZNF-C2H2 678 (~35 %) 

homeodoména 227 (~12 %) 

HLH 116 (~6 %) 

 

1.3 Transkripční faktory z rodiny FOX 

DNA vazebné domény lidských TF mohou mít i mnoho dalších strukturních rysů, jako 

např. doménu „vidlice“ (z angl. forkhead) (2 % všech TF) [6]. Termín „forkhead“ vzni-

kl podle fenotypu popsaného v Drosophila melanogaster, který byl způsoben mutací 

genu FOXA3. Ta vedla k vidlicovitému výrůstku v hlavové a zadečkové části embrya. 

Doména FOX je složena z přibližně 100–110 aminokyselinových zbytků. Tato sekvence 

je dnes označována jako DBD FOX a její struktura připomíná „okřídlený helix“ (z angl. 

winged helix) nebo také již zmíněnou „vidlici“. V lidském genomu bylo identifikováno 

kolem 50 TF z rodiny FOX, které jsou dále zařazeny do 19 podrodin. Podrodiny jsou 

rozlišeny velkými písmeny abecedy (FOXA až S) a členové jednotlivých podrodin se 

liší číslem (např. podrodina FOXO – FOXO1 až FOXO4). Tyto proteiny rozeznávají 

charakteristickou vazebnou sekvenci 5‘-(G/A)(T/C)(A/C)AA(C/T)A-3‘ a mohou se tak 

vázat do různých regulačních oblastí v genomu [13–15]. 

Tabulka 2 Seznam vybraných trojrozměrných struktur DBD FOX Struktury získány pomocí 

metody NMR nebo rentgenové krystalografie. V druhém sloupci jsou uvedeny kódy trojrozměr-

ných struktur z PDB. 

DBD FOX kód DBD FOX z PDB metoda strukturní analýzy 

FOXA3 5X07 rentgenová krystalografie 

FOXC2 6AKP rentgenová krystalografie 

FOXD3 2HFH NMR 

FOXG1 7CBY rentgenová krystalografie 

FOXH1 6H3R rentgenová krystalografie 

FOXK1 2D2W NMR 

FOXM1 3G73 rentgenová krystalografie 

FOXN1 6EL8 rentgenová krystalografie 

FOXO4 3L2C rentgenová krystalografie 

FOXP1 2KIU NMR 

FOXQ1 1KQ8 NMR 
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Na základě dat z NMR a rentgenové krystalografie byly popsány trojrozměrné 

struktury některých proteinů z rodiny FOX (viz Tab. 2, str. 13). Doména FOX je tvoře-

na třemi α-helixy (H1, H2 a H3), třemi β-ohyby (S1, S2 a S3) a dvěma flexibilními 

smyčkami (W1 a W2), které směřují k C-konci domény (viz Obr. 3) [14]. Studie troj-

rozměrné struktury DBD FOXA3 jako první popsala interakci FOX DBD s velkým 

žlábkem dvouvláknové DNA pomocí α-helixu H3, který je sekvenčně konzervován me-

zi proteiny FOX a rozpoznává specifickou vazebnou sekvenci DNA [16]. Na vazbě 

s dvouvláknovou DNA se kromě α-helixu H3 dále podílí C-/N-konec DBD a flexibilní 

smyčka W1 [17]. Tyto oblasti DBD interagují s DNA pomocí vodíkových můstků nebo 

van der Waalsových interakcí. Nejsou však sekvenčně konzervovány a odlišnosti ve 

struktuře přispívají k rozdílné afinitě FOX proteinů k DNA. DNA vazebná doména 

FOXA2, DBD FOXC2 a DBD FOXG1 k vazbě s DNA využívají flexibilní smyčku 

W1 [17–19]. DNA vazebná doména FOXG1 k vazbě s DNA využívá kromě flexibilní 

smyčky W1 také N-konec domény [19]. DNA vazebná doména FOXC2 a DBD FOXN1 

kromě smyčky využívají C-konec domény [21, 17]. DNA vazebná doména FOXM1 

k interakci s DNA flexibilní smyčku W1 nevyužívá, což pravděpodobně způsobuje nej-

nižší afinitu domény ke specifické vazebné sekvenci mezi proteiny FOX [21].  

 

Obrázek 3 Trojrozměrná struktura DBD FOXK1 (PDB kód: 2D2W). Červeně jsou zobrazeny 

α-helixy a žlutě β-ohyby. V oblasti, ve které se vyskytuje flexibilní smyčka W2, tvoří DBD 

FOXK1 další α-helix H4. 
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 Nejčastější strukturní rozdíly mezi členy rodiny FOX je přítomnost dalšího 

α-helixu nebo β-ohybu, které jsou nejčastěji umístěny ve spojující smyčce mezi 

α-helixy H2 a H3 a v oblasti flexibilní smyčky W1 a W2 na C-konci DBD (viz Obr. 4, 

str. 16) [22]. Výše zmíněný α-helix H4 se vyskytuje buď místo smyčky W2 (DBD 

FOXK1 a DBD FOXP1) nebo na C-konci domény (DBD FOXC2), u kterého zůstává 

smyčka W2 zachována. DNA vazebná doména FOXN1 obsahuje kromě tří standardních 

α-helixů ještě dva další α-helixy, a to jeden kratší mezi α-helixy H2 a H3 a druhý místo 

smyčky W2 [19]. Další poměrně častou odlišností v proteinech FOX je přítomnost dal-

ších β-ohybů. DNA vazebná doména FOXG1 obsahuje o jeden β-ohyb (S4) více než 

ostatní proteiny FOX. Tento ohyb se společně s β-ohybem S3 se nachází na C-konci 

DBD v oblasti flexibilní smyčky W2 [19]. DNA vazebná doména FOXH1 obsahuje 

kromě standardních třech β-ohybů ještě další tři [23]. Proteiny FOX se dále liší oblastí, 

ve které se nachází smyčka W1, která je velmi strukturně flexibilní a ve strukturách 

DBD FOXN1 a DBD FOXC2 získaných pomocí rentgenové krystalografie není viditel-

ná [9, 20]. Zmíněné odlišnosti ve strukturních rysech DBD FOX způsobují rozdílnou 

vazebnou afinitu proteinů s různými rozpoznávacími sekvencemi DNA a následně mo-

hou ovlivňovat odlišné biologické funkce proteinů FOX v organismu [19]. 

Tabulka 3 Příklad genetických onemocnění vyvolaných mutací genů proteinů z rodiny FOX [15]. 

lidský gen onemocnění 

FOXC1, FOXC2, FOXE3, FOXL2 smyslové poruchy (např. oční vady) 

FOXP3, FOXN1 imunitní onemocnění (např. imunodeficience 

T-lymfocytů) 

FOXO3a, FOXL2 reprodukční onemocnění (např. předčasné selhání 

vaječníků) 

FOXG1, FOXP1, FOXP2 neurologická onemocnění (např. mentální retarda-

ce nebo autismus) 
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Obrázek 4 Trojrozměrné struktury DBD FOX Struktury získány pomocí metody NMR nebo 

rentgenové krystalografie. Kódy trojrozměrných struktur z PDB jsou uvedeny v Tab. 2, str. 13. 

 Proteiny z rodiny FOX interagují pomocí DBD se specifickým vazebným moti-

vem DNA a následně ovlivňují expresi cílových genů. Mohou se tak podílet na regulaci 

mnoha buněčných procesů, jako např. dělení buňky, diferenciace, apoptóza, energetický 

metabolismus, oprava poškozené DNA, řízení buněčného cyklu a hrají klíčovou roli 
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v signálních drahách. Tyto funkce mají proteiny FOX jak při embryonálním vývoji, tak 

v buňkách dospělých. Deregulace aktivity exprese a mutace genů FOX proteinů způso-

bují nejen genetická onemocnění (viz Tab. 3, str. 15) [14, 15], ale také ovlivňují  

tumorogenezi jako tumorové supresory (FOXA1, FOXL1, FOXO3 nebo FOXO4) nebo 

jako onkogeny (FOXC1, FOXC2, FOXM1 nebo FOXP3) [24]. 

1.4 Transkripční faktory podrodiny FOXK 

Podrodinu FOXK zastupují dva členové FOXK1 a FOXK2. FOXK regulují aerobní 

glykolýzu [25], buněčnou proliferaci, regeneraci kosterního svalstva, myogenní diferen-

ciaci nebo karcinogenezi [26]. FOXK1 se také jinak označuje jako nukleární faktor 

myocytů (MNF, z angl. myocyte nuclear factor) a jeho gen je lokalizován 

v chromosomu 7p22.1. Protein FOXK1 je složen ze 733 aminokyselinových zbytků. 

FOXK2 se označuje také jako ILF nebo ILF1 (z angl. interleukin binding factor) a jeho 

gen se nachází v chromosomu 17q25.3. Protein FOXK2 je složen ze 660 aminokyseli-

nových zbytků [26]. 

1.4.1 Struktura proteinů podrodiny FOXK 

FOXK1 a FOXK2 sdílejí podobnou doménovou strukturu (viz Obr. 5, str. 18). Pří-

mou interakci s DNA zajišťuje DBD FOX (podrobněji popsána v kap. 1.4.2, 

str. 18) [26]. Doména FHA (z angl. forkhead-associated domain) má represorovou 

aktivitu a může interagovat s jinými proteiny. Interakce je zprostředkována pomocí 

fosforylovaných threoninových zbytků, např. FHA z FOXK1 interaguje s  Sds3 

(z angl. suppressor of defective silencing 3) pomocí fosfo-Thr49, což zvyšuje repre-

sorovou aktivitu FHA domény [27]. Na N-konci FOXK1 se nachází doména 

SID (z angl. Sin3b-interacting domain), která interaguje se Sin3 (z angl. SWI-

independent-3). Sin3 je negativní regulátor transkripce a jeho vazba s FOXK1 vede 

k zastavení buněčného cyklu a zvýšení exprese inhibitorů buněčného cyklu [28]. 

Úsek proteinu FOXK1 ohraničený pozicemi 95–420 dále zprostředkovává vazbu 

s dalšími transkripčními faktory FOXO4 a MEF2C [26], což vede ke snížení jejich 

transkripční aktivity a ovlivnění dalších dějů. FOXO4 snižuje expresi p21 a zvyšuje 

proliferaci myogenních progenitorových buněk a MEF2C inhibuje diferenciaci myo-

genních buněk [29]. 
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Obrázek 5 Doménové uspořádání lidských FOXK1 a FOXK2 a úseky zajišťující interakci 

s dalšími molekulami. Modře je zobrazena doména SID, pomocí které FOXK1 interaguje se 

Sin3, červeně domény FHA interagující s Sds3 a žlutě domény FOX. FOXK1 interaguje 

s dalšími transkripčními faktory FOXO4 a MEF2C oblastí aminokyselin 95–420. Obrázek pře-

vzat a upraven podle [26]. 

1.4.2 DNA vazebná doména FOXK 

DNA vazebná doména FOXK rozpoznává charakteristickou vazebnou sekvenci 

5‘-TAAACA-3‘ a může se tak vázat do různých regulačních oblastí v genomu [30]. 

Doposud byla popsána trojrozměrná struktura lidské DBD pouze pro DBD FOXK2, a to 

volná DBD FOXK2 popsána pomocí NMR (PDB kód: 1JXS) a v komplexu 

s dvouvláknovou DNA o délce 16 párů bazí pomocí rentgenové krystalografie (PDB 

kód: 2C6Y). Pro DBD FOXK1 byla dosud popsána trojrozměrná struktura pouze u myší 

varianty proteinu (PDB kód: 2D2W) [31]. Sekvenční podobnost myší a lidské DBD 

FOXK1 je 99 % (sekvenční podobnost byla určena pomocí internetového programu 

BLAST) a liší se jedinou aminokyselinou (lidská obsahuje Phe308 a myší Trp294 na čtvr-

tém místě v sekvenci DBD). DNA vazebné domény FOXK proteinů jsou si velmi po-

dobné. Sekvenční podobnost FOXK1 a FOXK2 je 88,5 % (viz Obr. 6, str. 19), což na-

značuje konzervovaný mechanismus vazby proteinů FOXK s DNA. Interakci DBD 

FOXK s velkým žlábkem dvouvláknové DNA, obsahující specifický vazebný motiv, 

zajišťuje α-helix H3. Vazba je pak stabilizována pomocí flexibilního C-konce domény 

a flexibilní smyčky W1, které zprostředkovávají vodíkové můstky s 3‘ i 5‘ konci speci-

fického vazebného motivu FOX proteinů [30]. 



19 

 

 

Obrázek 6 Sekvenční podobnost lidské DBD FOXK1 a DBD FOXK Sekvenční podobnost od-

povídá 88,5%. Červeně jsou označeny aminokyseliny, které se nacházejí v sekvenci obou DBD 

(sekvenční podobnost byla určena pomocí internetového programu BLAST). Nad sekvencemi 

jsou černě zobrazeny α-helixy, zeleně β-skládané listy a modře flexibilní smyčky. 

1.4.3 Biologická funkce podrodiny FOXK 

Biologická funkce proteinů FOXK je stále předmětem výzkumu a v současné době není 

dostatečně objasněna. Předpokládá se, že FOXK1 a FOXK2 zajišťují stejné nebo po-

dobné funkce v lidském organismu a nebyly mezi nimi zatím popsány zásadní funkční 

rozdíly. 

1.4.3.1. Regulace exprese proteinů FOXK 

Proteiny FOXK jsou exprimovány v různých typech lidských tkání [26]. Jejich zvýšená 

exprese podporuje proliferaci, migraci a invazi buněk [32]. Promotor FOXK1 je vazeb-

ným cílem pro interakci s dalšími proteiny (např. SOX15 nebo C-JUN), které ovlivňují 

jeho expresi. FOXK1 je společně se SOX15 exprimován v buňkách kosterní tkáně. 

SOX15 tvoří komplex s transkripčním regulátorem Fhl3 a společně se vážou do promo-

toru FOXK1. Po navázání komplexu na promotor FOXK1 dochází ke zvýšení exprese 

FOXK1, buňky přechází z klidové fáze G0 do G1 fáze buněčného cyklu a dochází 

k regeneraci poškozené kosterní tkáně. Při inhibici SOX15 nedojde ke vzniku komplexu 

s Fhl3 a exprese FOXK1 je potlačena, což vede ke zhoršení regenerace [32]. Dalším 

příkladem TF, který se váže na promotor FOXK1, je onkogen C-JUN zvyšující expresi 

proteinu FOXK1 v rakovinných buňkách žaludku. V těchto buňkách byla pozorována 

zvýšená exprese FOXK1 až o 80 % v porovnání s okolní zdravou tkání [33]. Celá řada 

studií popsala zvýšenou expresi proteinů FOXK v rakovinných buňkách i mnoha dal-

ších tkání, což je podrobněji popsáno v kapitole 1.4.3.3. na str. 21. Proteiny FOXK jsou 

dále cílem malých nepřekládaných molekul RNA, jak na úrovni exprese tak úrovni 

mRNA, což následně ovlivňuje vlastnosti rakovinných buněk. Např. miR-646 inhibuje 

proliferaci a epiteliálně-mezenchymální tranzici (EMT) v rakovině žaludku, v rakovině 

plic miR-1275 inhibuje a naopak circMAN2B2 podporuje proliferaci a invazi buněk 

a miR-1271 indukuje buněčný růst a migraci buněk rakoviny jater [26]. 
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1.4.3.2. Proteiny FOXK regulují biologické děje 

Proteiny FOXK ovlivňují transkripci jiných proteinů a regulují tak některé biologické 

děje [26]. Aby mohl být FOXK1 transkripčně aktivní a mohl se vázat na cílové úseky 

DNA, je nezbytná jeho přítomnost v jádře buňky v nefosforylované formě. Fosforylace 

zesiluje interakci FOXK1 s proteinem 14-3-3, čímž dojde ke snížení afinity FOXK1 

k DNA. Fosforylovaný FOXK1 je transkripčně neaktivní a je translokován do cyto-

plasmy. Fosforylace je regulována kinasou GSK3 (z angl. glykogen synthase kinase 3) 

a je cílena na seriny FOXK1 v poloze 402, 406, 427 a 431. Aktivita kinasy GSK3 je regu-

lována signalizací mTORC1. Pokud je GSK3 inhibována mTORC1, nedochází 

k fosforylaci FOXK1 a ten si tak i nadále zachovává transkripční aktivitu v jádře buňky 

(viz Obr. 7) [34]. FOXK1 přechází z cytoplasmy zpět do jádra pomocí inzulinového re-

ceptoru, který je také řízen mTOR signalizací [35]. V jádře se FOXK1 stává opět tran-

skripčně aktivním a reguluje nejen expresi genů pro enzymy buněčného metabolismu, ale 

také Hilf-1α, který je důležitým regulátorem metabolismu glukosy [34].  

 

Obrázek 7 Fosforylace FOXK1 v jádře buňky Fosforylace probíhá pomocí GSK3 regulována 

signalizací mTORC1. Fosforylovaný FOXK1 ztrácí afinitu k DNA a také transkripční aktivitu. 

Váže se na protein 14-3-3 a následně je translokován z jádra do cytoplasmy. Pokud mTORC1 

inhibuje GSK3, nedochází k fosforylaci FOXK1. Obrázek převzat a upraven podle [26].  

 FOXK1 během stavu hladovění indukuje aerobní glykolýzu (proces, při kterém se 

glukosa v přítomnosti kyslíku přeměňuje na laktát) zvýšením exprese hexokinasy, fosfof-

ruktokinasy, pyruvátkinasy a laktátdehydrozenasy a současně snížením exprese genu py-

ruvát dehydrogenasového komplexu, který je zodpovědný za oxidaci pyruvátu 

v mitochondriích. Oxidace pyruvátu na acetylkoenzym A je tedy potlačena a pyruvát se 

přeměňuje na laktát. FOXK1 má pravděpodobně také důležitou roli v glukoneogenezi bě-

hem hladovění v průběhu spánku, při kterém je hlavním substrátem pro organismus laktát 



21 

 

z bílé tukové tkáně a svalů [25]. Proteiny FOXK tak hrají důležitou roli v lidském metabo-

lismu, a pokud dojde k narušení jejich exprese, podporují vznik i progresi rakoviny [27]. 

1.4.3.3. Zvýšená exprese proteinů FOXK 

v rakovinných buňkách 

Proteiny FOXK jsou důležitými regulátory mnoha fyziologických a patologických proce-

sů, jelikož regulují expresi mnoha genů zapojených do progrese buněčného cyklu (např. 

PRC1, CDCA5, TYMS, TFDP1 a další), buněčné proliferace, apoptózy nebo karcinoge-

neze. Deregulace exprese proteinů FOXK pak vede k zahájení a rozvoji různých typů 

rakoviny včetně rakoviny žaludku, tlustého střeva, jícnu, vaječníků, plic, prsu nebo hepa-

tocelulárního karcinomu. Exprese FOXK proteinů je výrazně zvýšena v rakovinných 

buňkách ve srovnání se zdravou tkání. FOXK1 vystupuje především jako onkogen 

a usnadňuje zvýšenou proliferaci a invazi buněk za vzniku metastáz, indukcí EMT a také 

inhibuje apoptózu buněk. Zvýšená exprese FOXK1 v rakovinných buňkách je spojena 

s rostoucí velikostí nádorů a se špatnou prognózou pacientů. Naopak u rakoviny prsu fun-

guje jako supresor, jelikož potlačuje expresi genů vyvolávající EMT, jako např. 

N-kadherinu nebo TWIST. FOXK2 častěji působí jako supresor tumorogeneze, pouze 

u kolorektálního karcinomu a hepatocelulárního karcinomu vystupuje jako onkogen. Pro-

teiny FOXK mají tedy jak onkogenní tak supresorový charakter (viz Obr. 8). Odlišná 

biologická funkce a variabilní exprese proteinů FOXK v různých typech rakoviny však 

není dosud více prozkoumána. Předchozí studie naznačují, že by proteiny FOXK mohly 

být v budoucnu důležitým terapeutickým cílem v nádorových onemocněních [26]. 

 

Obrázek 8 Regulace buněčných procesů proteiny FOXK Proteiny FOXK regulují mnoho fyzio-

logických i patogenních procesů, ve kterých mohou mít buď supresorový nebo onkogenní cha-

rakter. Obrázek převzat a upraven podle [26].    
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2. Cíl práce 

1. Rekombinantní exprese a purifikace DNA vazebné domény proteinu FOXK1. 

2. Ověření schopnosti DNA vazebné domény proteinu FOXK1 vázat dvouvlákno-

vou DNA pomocí nativní elektroforézy a nativní hmotnostní spektrometrie. 
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3. Použitý materiál 

3.1 Chemikálie 

agar Oxford, USA 

akrylamid (99,5%) Sigma-Aldrich, USA 

bromfenolová modř (ACS kvalita) Serva, Německo 

coomassie Brilliant Blue R 250 (65%, ultrapure) VWR International, USA 

1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED) (99,5%, GC) Sigma-Aldrich, USA 

dodecylsíran sodný (SDS) Bio-Rad, USA 

ethanol (HPLC kvalita, p. a. kvalita) Lach-Ner, ČR 

gelRed Biotium, USA 

glycerol Lach-Ner, ČR 

(4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin)ethansulfonová  

kyselina (HEPES) (99,5%) 

Sigma-Aldrich, USA 

hydroxid sodný (p. a. kvalita) Lach-Ner, ČR 

chloramfenikol Jarsey Lab Supply, USA 

chlorid sodný (p. a. kvalita)  Lach-Ner, ČR 

imidazol (p. a. kvalita) Fluka, Švýcarsko 

isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) (98%) VWR International, USA 

kanamycin Sigma-Aldrich, USA 

kyselina boritá Lachema, ČR 

kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) VWR International, USA 

kyselina chlorovodíková (37%, ASC kvalita) Sigma-Aldrich, USA 

kyselina octová (99,7%, ACS kvalita) Fluka, Švýcarsko 

methanol VWR International, USA 

N,N-methylen-bis-akrylamid (99%)  Sigma-Aldrich, USA 

peroxodisíran amonný (ACS kvalita) Sigma-Aldrich, USA 

seeBlueTM Plus2 Pre-stainedProtein Standard Invitrogen, USA 

thrombin (lidská plasma, 2800 NIH jednotky/mg pro-

teinu) 

EMD Millipore Corp, USA 
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tris(hydroxymethyl)aminomethan (99,8%) Bio-Rad, USA 

voda (neionizovaná, LC-MS kvalita) Merck, Německo 

yeast extrakt (extrakt z kvasnic) Oxoid, USA 

3.2 Přístroje a laboratorní vybavení 

analytické váhy AL54-IC Mettler Toledo, Švýcarsko 

automatické pipety Gilson, USA 

BioFrac Fraction Collector Bio-Rad, USA 

centrifuga 5920R s výměnnými rotory Eppendorf, Německo 

centrifugační koncentrátory Millipore, USA 

centrifugační kyvety 

 1 l kyvety, polypropylenové 

 50 ml, šroubovací uzávěr 

Beckamn Coulter, USA 

centrifugační zkumavky (15 ml, 50 ml) Corning, USA 

fotodokumentační box Bio-Rad, USA 

hmotnostní spektrometr solariX 15T Bruker Daltonics, USA 

chladnička s mrazničkou Samsung, Jižní Korea 

chromatografický systém NGC Quest 10 Bio-Rad, USA 

inkubátor BMT, ČR 

kolona Bio-Scale Mini Nuvia (Ni-Charged)  Bio-Rad, USA 

kolona ENrich S 5×50 mm Bio-Rad, USA 

kolona ENrich SEC 70 10×300 mm Bio-Rad, USA 

ledovač Powericer XL Klarstein, Německo 

magnetická míchačka C-MAG HS10 digital Ika, Německo 

membránové filtry (0,45 µm) Merck, Německo 

mikrostříkačka (250 µl, 500 µl, 1000 µl) Hamilton, USA 

odsolovací kolonka Micro Bio-spin® P-6 Bio-Rad, USA 

pH elektroda InLab Expert  Mettler Toledo, Švýcarsko 

pH metr Orion Star A111 Thermo Scientific, USA 

předvážky HF 1200G AND, USA 

pipetovací špičky pro nanášení na gel (0,5–20 µl) Eppendorf, Německo 

sonikační sonda Ultrasonic Homogeniser 4710 Cole-Pharmer, USA 

souprava pro SDS-PAGE  Bio-Rad, USA 
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spektrofotometr DeNovix DS-11 FX + DeNovix, USA 

stolní minicentrifuga minikin Eppendorf, Německo 

termostat s třepačkou Thermomixer komfort Eppendorf, Německo 

ultracentrifuga Avanti j-26 XP s výměnnými rotory Beckman Coulter, USA 

úhlový rotor JLA-9.1000 Beckman Coulter, USA 

ultrazvuková lázeň Bandelix Sonorex Maneko, ČR 

výkyvný rotor S-4× 1000 Eppendorf, Německo 

vortex Scientifica, Itálie 

zdroj napětí Power Pac Universal Bio-Rad, USA 

zdroj napětí MP-250V Cleaver Scientific, UK 

3.3 Použité bakteriální kmeny 

E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 

Genotyp: F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr gal λ(DE3) 

endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr] 

Stratagene, USA 

3.4 Vektory a oligonukleotidy 

pET-28a(+)-DBD FOXK1 Gene Universal, USA 

CRTC 2_14  (5´-TCTCGTAAACAAAC-3´) Sigma-Aldrich, USA 

CRTC 2_16  (5´-AGTCTCGTAAACAAAC-3´) Sigma-Aldrich, USA 

INSR_13 (5´-GCCCGTAAACAAC-3´) Sigma-Aldrich, USA 

S16 (5´-AAGTTGTAAACAATAC-3´) Sigma-Aldrich, USA 

S1FLC (5´-TTGGGTAAACAAG-3´) Sigma-Aldrich, USA 

3.5 Složení roztoků, pufrů a médií 

Akrylamidová směs pro SDS-PAGE (30%) 

29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) N,N-methylen-bisakrylamid 

Barvicí roztok pro SDS-PAGE gely 

45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octová, 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant 

Blue R-250 

Dialyzační pufr 

4 l, 20 mmol/l HEPES, 50 mmol/l NaCl, pH 8,0, filtrováno, odvzdušněno 
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Ekvilibrační pufr pro afinitní chromatografii 

750 ml, 20 mmol/l HEPES, 500 mmol/l NaCl, 20 mmol/l imidazol, pH 7,5, filtrováno, 

odvzdušněno 

Ekvilibrační pufr pro ionexovou chromatografii/ dialyzační pufr 

750 ml, 20 mmol/l HEPES, 50 mmol/l NaCl, pH 8,0, filtrováno, odvzdušněno 

Ekvilibrační pufr pro reverzní afinitní chromatografii 

750 ml, 20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl, 20 mmol/l imidazol, pH 7,5, filtrováno, 

odvzdušněno 

Eluční pufr pro afinitní chromatografii 

250 ml, 20 mmol/l HEPES, 500 mmol/l NaCl, 50 mmol/l imidazol, pH 7,5, filtrováno, 

odvzdušněno 

Eluční pufr pro ionexovou chromatografii 

250 ml, 20 mmol/lHEPES, 1 mol/l NaCl, pH 8,0, filtrováno, odvzdušněno 

Eluční pufr pro reverzní afinitní chromatografii  

250 ml, 20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl, 500 mmol/l imidazol, pH 7,5, filtrováno, 

odvzdušněno 

LB médium 

1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic (yeast extrakt), 1% (w/v) NaCl, pH 7,4, 

sterilizováno 

LB médium s agarem 

LB médium s 1,25% (w/v) agaru, sterilizováno 

Lyzační roztok 

ekvlibrační pufr pro afinitní chromatografii (10 ml/ 1 g buněk), proteázové inhibitory 

Odbarvovací roztok pro SDS-PAGE 

55% (v/v) H2O, 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octová 

PBS pufr 

1,37 mol/l NaCl, 27 mmol/l KCl, 100 mmol/l Na2HPO4, 18 mmol/l KH2PO4 
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Pufr ke skladování proteinu 

20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl 

TB médium  

4 l, TB medium (47,6 g/l), 80% (v/v) glycerol 

TBE pufr 10x koncentrovaný 

0,89 mol/l Tris, 0,89 mol/l kyselina boritá, 0,02 mol/l EDTA, pH 8,3 

Tris-Glycin SDS pufr 

komerční výrobek firmy Bio-Rad, USA 

Vzorkový pufr pro nativní gelovou elektroforézu 

10 mmol/l Tris, 0,03% (w/v) bromfenolová modř, 60% (v/v) glycerol, 

60 mmol/l EDTA, pH 7,6 

4. Metody 

4.1 Transformace buněk plasmidem 

Buňky BL-21 RIPL byly transformovány pomocí metody tepelného šoku plasmidem 

pET-28a(+) obsahující mezi restrikčními místy pro NcoI a SalI sekvenci kódující DNA 

vazebnou doménu proteinu FOXK1 (z angl. DBD-DNA binding protein) s N-koncovou 

histidinovou kotvou. Plasmid mimo jiné obsahuje i gen zajišťující rezistenci na antibio-

tikum kanamycin a lac operon, který je indukován pomocí IPTG (isopro-

pyl β-D-1-thiogalactopyranosid). 

 DNA vazebná doména FOXK1 představuje úsek 303.–400. aminokyseliny 

v sekvenci proteinu FOXK1. Histidinová kotva byla využita při purifikaci proteinu a od 

DBD FOXK1 byla odštěpena pomocí TEV proteázy. Proteasa rozpoznává specifický 

úsek (ENLYFQG) a štěpí peptidovou vazbu mezi glutaminem a glycinem (viz Obr. 9, 

str. 28). 

 Ke 40 µl buněčné suspenze bylo přidáno 0,4 µl plasmidu. Směs byla inkubována 

30 min na ledu, poté byla vložena na 45 s do vodní lázně o teplotě 42 °C a nakonec vrá-

cena na 2 min na led. Poté bylo ke směsi buněk přidáno za sterilních podmínek 360 µl 

LB média a inkubováno po dobu 1 hod v termostatu s třepačkou při teplotě 37 °C 
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a otáčkách 200 ot./min (hodnota otáček stejná pro všechny kroky). Poté bylo odebráno 

30 µl směsi a rozetřeno na Petriho misku s agarem, kanamycinem (50 µg/ml) 

a chloramfenikolem (25 µg/ml). Zbytek směsi byl stočen na stolní centrifuze po dobu 

2 min při 5 000× g. Ve zkumavce bylo ponecháno 50 µl supernatantu a peleta byla 

v tomto objemu resuspendována. Vzniklá suspenze byla nanesena na druhou Petriho 

misku s agarem a antibiotiky. Obě Petriho misky byly inkubovány po dobu 16 hod při 

teplotě 37 °C. 

 

Obrázek 9 Sekvence proteinu DBD FOXK1 Sekvence obsahující N-koncovou histidinovou kot-

vu (červeně) a specifickou sekvenci, kterou rozeznává TEV proteasa (modře). Specifická sek-

vence se nachází mezi glutamovou kyselinou a glycinem. TEV proteasa štěpí za glutaminem 

a glycin nechává součástí proteinu. 

4.2 Příprava buněčné kultury 

Po inkubaci bylo připraveno 10 ml LB média s chloramfenikolem (25 µg/ml) 

a kanamycinem (50 µg/ml), dále označováno jako LB médium s antibiotiky. Tato směs 

byla rovnoměrně rozdělena do 4 zkumavek. Z Petriho misek byly vybrány 4 samostatné 

kolonie. Pomocí sterilních špiček byly jednotlivé kolonie vypíchnuty a přeneseny do 

zkumavek. Zkumavky byly inkubovány při 37 °C v termostatu s třepačkou, dokud ne-

došlo k vytvoření zákalu. Poté byl obsah zkumavek spojen dohromady, dále označová-

no jako bakteriální kultura. Toto LB médium s antibiotiky bylo rozděleno po 10 ml do 

5 sterilních zkumavek a do každé bylo přidáno 100 µl bakteriální kultury. Zkumavky 

byly přes noc inkubovány při teplotě 37 °C v termostatu s třepačkou.  

4.3 Exprese DNA vazebné domény FOXK1 

Do Erlenmayerových lahví o objemu 2 l se záhyby, obsahujících TB médium 

s chloramfenikolem (25 µg/ml) a kanamycinem (50 µg/ml), bylo přidáno 10 ml bakteri-

ální kultury. Láhve byly inkubovány při teplotě 37 °C v termostatu s třepačkou. Postup-

ně byla v časových intervalech měřena optická denzita při 600 nm, dále označováno 

jako OD600. Při hodnotě OD600 0,9 byla teplota inkubátoru snížena na 30 °C a při hodno-

tě OD600 1 na teplotu 18 °C. Po vychlazení kultury na 18 °C bylo přidáno IPTG do vý-

sledné koncentrace 0,45 mmol/l. Poté byly bakteriální kultury inkubovány přes noc při 
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18 °C v termostatu s třepačkou. Následně byla opět měřena OD600, dokud nebyla za-

znamenána stagnace růstu buněk. Poté byly kultury centrifugovány na centrifuze Avanti 

v rotoru typu JLA - 9.1000 při teplotě 4 °C a 5 000× g po dobu 10 min. Vzniklé pelety 

byly resuspendovány ve 25 ml roztoku PBS. Suspenze byly stočeny na stolní centrifuze 

při 4 °C a 10 000× g po dobu 10 min. Nakonec byly pelety zamrazeny v -80 °C. 

4.4  Purifikace DNA vazebné domény FOXK1 

Buňky byly resuspendovány v lyzačním roztoku a následně sonikovány na ledové lázni 

po dobu 5 min při hodnotě amplitudy 45. Poté byla suspenze stočena po dobu 30 min 

při 4 °C a 20 000× g.   

4.4.1 Purifikační kroky 

4.4.1.1. Afinitní chromatografie 

Pro afinitní chromatografii byla použita kolona s imobilizovanými nikelnatými ionty 

Bio-Scale Mini Nuvia (Bio-Rad) a bylo využito jejich afinity k histidinům na N-konci 

proteinu. Kolona byla nejprve ekvilibrována 50 ml ekvilibračního pufru pro afinitní 

chromatografii při průtoku 1 ml/min. Buněčný lyzát byl nanesen na kolonu pomocí ex-

terní pumpy při průtoku 1 ml/min. Eluce byla prováděna lineárním gradientem imidazo-

lu v roztoku (20 mmol/l až 500 mmol/l ve 100 ml) při průtoku 1 ml/min. V průběhu 

eluce byly jímány frakce o objemu 2 ml. Podle hodnot absorbance při 280 nm byly vy-

brány frakce pro další zpracování. 

4.4.1.2. Štěpení pomocí TEV proteázy 

Ke spojeným frakcím po afinitní chromatografii byla přidána TEV proteasa 

v hmotnostním poměru 1 : 100 (TEV proteasa : protein) a směs byla přes noc dialyzo-

vána proti dialyzačnímu pufru. Následně byla směs centrifugována při 4 °C a 10 000× g 

po dobu 10 min. V případě neúplného odštěpení histidinové kotvy byla ke směsi přidá-

na další TEV proteasa v hmotnostním poměru 1 : 50 (TEV proteasa : protein). 

4.4.1.3. Iontově výměnná chromatografie 

Při iontově výměnné chromatografii bylo využito kladného náboje proteinu při pH 7,5 

(pI proteinu je 10,0) a záporně nabitých thiolových skupin imobilizovaných na koloně 

ENrich S 5×50 mm (Bio-Rad). Kolona byla ekvilibrována 10 ml ekvilibračního pufru 

pro iontově výměnnou chromatografii při průtoku 1 ml/min. Eluce byla provedena line-
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árním gradientem chloridu sodného v roztoku (100 mmol/l až 1 mol/l) ve 20 ml při prů-

toku 1 ml/min. V průběhu eluce byly jímány frakce o objemu 0,5 ml. Podle hodnot ab-

sorbance při 280 nm byly vybrány frakce pro další zpracování. 

4.4.1.4. Reverzní afinitní chromatografie 

Při reverzní afinitní chromatografii došlo k odstranění TEV proteázy. Proteasa obsahuje 

N-koncovou histidinovou kotvou, díky které se může vázat na imobilizované nikelnaté 

ionty na koloně Bio-Scale Mini Nuvia (Bio-Rad). Kolona byla nejprve ekvilibrována 

50 ml ekvilibračního pufru pro reverzní afinitní chromatografii při průtoku 1 ml/min. 

Vzorek byl na kolonu nanesen externí pumpou při průtoku 1 ml/min. DNA vazebná 

doména FOXK1 v tomto kroku již N-koncovou histidinovou kotvu neobsahuje, a proto 

nedošlo k jeho zachycení na kolonu. TEV proteasa byla eluována 500 mmol/l imidazo-

lem za průtoku 1 ml/min. 

4.4.1.5. Gelová permeační chromatografie 

Pro zvýšení čistoty proteinu byla na závěr využita gelová permeační chromatografie. 

Nejprve byl protein koncentrován na koncentraci 10 mg/ml. Pro chromatografii byla 

využita kolona ENrich SEC 70 10×300 mm (Bio-Rad), která byla ekvilibrována 50 ml 

ekvilibračního pufru pro gelovou permeační chromatografii při průtoku 0,5 ml/min. 

V jednom chromatografickém kroku bylo aplikováno pomocí mikrostříkačky 0,5 ml 

koncentrovaného proteinu. V průběhu eluce byly jímány frakce o objemu 0,5 ml. Podle 

hodnot absorbance při 280 nm byly vybrány frakce pro další zpracování. Během tohoto 

kroku dále došlo k odstranění imidazolu a převedení proteinu do pufru určeného k jeho 

skladování.  

4.4.2 Analýza purifikačních kroků 

4.4.2.1. Diskontinuální elektroforéza v přítomnosti 

dodecylsíranu sodného 

Po každém chromatografickém kroku, byla provedena diskontinuální elektroforéza 

v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE), aby byla analyzována čistota vy-

braných frakcí. Frakce byly naředěné tak, aby výsledná koncentrace proteinu odpovída-

la maximálně 10 g/l. K vzorkům byly přidány 2 µl bromfenolové modře. Před nanese-

ním na gel byly vzorky zahřáty v termostatu na teplotu 95 °C po dobu 5 min a poté cen-

trifugovány 15 s při 12 000× g. Diskontinuální elektroforéza byla provedena při kon-
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stantním proudu 45 mA v Tris-Glycin SDS pufru. Gely byly obarveny pomocí barvicího 

roztoku pro SDS-PAGE a následně odbarveny odbarvovacím roztokem pro 

SDS-PAGE. Podle čistoty byly vybrány frakce, které byly následně spojeny dohromady 

a využity pro další purifikační kroky.  

4.4.2.2. Stanovení koncentrace proteinu 

Během purifikace byla průběžně sledována koncentrace proteinu. Stanovení bylo pro-

vedeno spektrofotometricky na základě absorbance a molárního absorpčního koeficien-

tu při vlnové délce 280 nm.  

4.4.2.3. MALDI-TOF MS 

Pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF (z angl. MALDI-matrix assisted lázer 

desorption/ionization, v kombinaci s analyzátorem TOF z angl.time-of-flight) bylo ově-

řeno odštěpení histidinové kotvy proteinu pomocí TEV proteázy. Před měřením byl 

vzorek převeden do směsi vhodné k měření (1% v/v kyselina octová, 50% v/v methanol 

a roztok 1% v/v roztok kyseliny octové s 80% v/v acetonitrilem) a nanesen na kovovou 

destičku společně s matricí. Matrice byla připravena z derivátu kyseliny skořicové 

(3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-enová kyselina) o koncentraci 10 g/l, 

70% v/v acetonitrilu a 0,1% v/v kyseliny trifluoroctové. Jako kontrola byl využit vzo-

rek, který neobsahoval TEV proteázu. Měření bylo provedeno za pomoci Ing. Aleše 

Hnízdy, Ph.D. 

4.5 Analýza vazby DNA vazebné domény FOXK1 

s dvouvláknovou DNA 

4.5.1 Analýza pomocí nativní elektroforézy 

4.5.1.1. Použité oligonukleotidy 

Pro analýzu vazby proteinu s dvouvláknovou DNA bylo vybráno několik oligonukle-

otidů, které obsahovaly sekvenční motiv pro DNA vazebnou doménu proteinu 

FOXK1 (GTAAACAA). Ostatní členové z FOX rodiny obsahují stejný nebo podob-

ný sekvenční motiv jako DBD FOXK1, a proto mohl být využit oligonukleotid 

S1FLC, který je dlouhodobě studován v naší laboratoři s proteinem DBD FOXO4. 

DNA vazebná doména FOXO4 byla využita jako pozitivní kontrola. Oligonukleotidy 

CRTC 2_14, CRTC 2_16 a INSR_13 byly vybrány z databáze JASPAR [36], která 
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obsahuje data z experimentů ChIP-seq (z angl. chromatin immunoprecipitation 

sequence). Oligonukleotid S16 byl vybrán z publikace [30], která popisuje krystalo-

vou strukturu DBD FOXK2 (viz Tab. 4). 

Tabulka 4 Seznam použitých oligonukleotidů a jejich sekvence. 

oligonukleotid Sekvence oblast genu 

S1FLC 5´-TTGGGTAAACAAG-3´ promotorová oblast genu NOXA 

CRCT 2_14 5´-TCTCGTAAACAAAC-3´ 

promotorová oblast genu CRTC  

CRTC 2_16 5´-AGTCTCGTAAACAAAC-3´ 

INSR_13 5´-GCCCGTAAACAAC-3´ enhancerová oblast genu INSR 

S16 5´-AAGTTGTAAACAATAC-3´ promotorová oblast genu IL-2  

 

4.5.1.2. Příprava vzorků pro nativní elektroforézu  

a následná analýza 

Oligonukleotidy byly před přípravou vzorků zahřáty v termostatu na teplotu 95 °C 

po dobu 5 min a nechány zchladnout na teplotu 25 °C. Pro analýzu byl nejprve vyu-

žit oligonukleotid S1FLC. Byly připraveny vzorky o různých koncentracích oligo-

nukleotidu (5 µmol/l, 10 µmol/l a 20 µmol/l) a konstantní koncentrací proteinu 

(10 µmol/l). Vazba S1FLC s DBD FOXO4 byla využita jako pozitivní kontrola 

k analýze vazby S1FLC s DBD FOXK1. Oligonukleotidy CRTC 2_14, CRTC 2_16, 

INSR_13 a S16 byly využity pouze pro analýzu vazby s DBD FOXK1. Vzorky pro 

analýzu byly připraveny s konstantní koncentrací oligonukleotidů (10 µmol/l) 

a rozdílnou koncentrací DBD FOXK1 (5 µmol/l, 10 µmol/l a 20 µmol/l).  

 Ke vzorkům byly před nanesením na gel přidány 3 µl vzorkového pufru pro 

nativní elektroforézu. Elektroforéza byla prováděna v TBE pufru na ledové lázni při 

konstantním napětí 100 V. Gel byl následně obarven pomocí fluorescenčního barvi-

va Red Gel. Vizualizace byla prováděna pomocí UV záření při 312 nm ve fotodo-

kumentačním boxu (Bio-Rad). 
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4.5.2 Analýza pomocí nativní hmotnostní spektrometrie 

Pomocí hmotnostní spektrometrie s ionizací nanosprejem, byla dále ověřena schopnost 

DBD FOXK1 tvořit komplex s S1FLC. K analýze byly připraveny tři formy proteinu: 

denaturovaná, nativní a v komplexu s S1FLC. Pro nativní formu proteinu byl vzorek 

převeden do roztoku 150 mmol/l octanu amonného pomocí kolonky Micro Bio-spin P-6 

(Bio-Rad). Roztok proteinu byl poté zředěn octanem amonným na koncentraci proteinu 

20 µmol/l.  

 Byl připraven druhý vzorek proteinu v nativní formě, který byl využit s vytvoření 

komplexu proteinu s oligonukleotidem. Oligonukleotid musel být nejprve také převeden 

do roztoku octanu amonného a pomocí absorbance při 260 nm byla zjištěna jeho koncen-

trace, která byla následně upravena na 20 µmol/l. Pro analýzu byl roztok oligonukleotidu 

smíchán s nativním proteinem v poměru 1 : 1 v celkovém objemu 10 µl.  

 Denaturovaná forma proteinu byla připravena převedením vzorku do 

95% v/v acetonitrilu s 0,1% v/v kyseliny mravenčí. Vzorek se dále ředil v poměru 

1 : 10 (sprejovací roztok : protein) se sprejovacím roztokem (50% v/v methanol 

s 0,1% v/v kyselinou mravenčí). Nastavení, kalibrace a samotné měření bylo dále pro-

vedeno Mgr. Janem Fialou. 

5. Výsledky 

5.1 Afinitní chromatografie 

Prvním purifikačním krokem byla afinitní chromatografie, která využívá vazby 

histidinových zbytků na N-konci proteinu k imobilizovaným nikelnatým iontům pří-

tomných na koloně. Během eluce byl pozorován jeden pík, jehož maximum překro-

čilo kapacitu detektoru (viz Obr. 10, str. 34). Frakce byly jímány během lineárního 

gradientu imidazolu (20 mmol/l až 500 mmol/l). Podle hodnot absorbance při 

280 nm byly vybrány frakce 8–25 a jejich čistota byla analyzována pomocí SDS-

PAGE (viz Obr. 11, str. 34). Ve frakcích 8–12 jsou viditelné nečistoty o vyšších 

molekulových hmotnostech, které pravděpodobně představují nespecificky navázané 

proteiny z bakteriálního lyzátu. Tyto frakce byly vyřazeny. Frakce 13–25 vykazova-

ly dostačující čistotu, a proto byly vybrány k dalším purifikačním krokům. V tomto 
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kroku byl odhadován výsledek přibližně 70 mg proteinu (A280 = 3,99; ε280 = 1,55 g/l; 

V ≈ 30 ml) dle vzorce:  

 𝑚 =
𝐴280

𝜀280
× 𝑉 . (1) 

 

 

Obrázek 10 Záznam z afinitní chromatografie Modrá křivka-absorbance při vlnové délce 

280 nm (mAU), černá křivka-procentuální zastoupení elučního pufru pro afinitní chromatografii 

(0-85%), čísla v horní části grafu-jímané frakce 

 

 

Obrázek 11 Záznam z SDS-PAGE frakcí z afinitní chromatografie M-proteinový standard, 

8–25 jsou jímané frakce 
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5.2 Štěpení N-koncové histidinové kotvy 

K 70 mg proteinu, který byl získán afinitní chromatografií, byla přidána TEV proteasa, je-

jímž působením byla odštěpena N-koncová histidinová kotva od DBD FOXK1. Pro odště-

pení histidinové kotvy byla nejprve přidána TEV proteasa v hmotnostním poměru 1 : 50 

(TEV proteasa : protein) a směs byla dialyzována přes noc při 4 °C do dialyzačního pufru. 

Účinnost štěpení byla ověřena měřením molekulové hmotnosti pomocí hmotnostní spek-

trometrie MALDI-TOF. Vzorek bez TEV proteasy byl použit jako kontrola. V tomto vzor-

ku byl pozorován protein o hmotnosti 13,9 kDa, která odpovídá molekulové hmotnosti 

DBD FOXK1 s neodštěpenou N-koncovou histidinovou kotvou (viz Obr. 12). Ve vzorku 

štěpeného proteinu se nacházely dvě formy (viz Obr. 13, str. 36). Hodnota 11,7 kDa odpo-

vídá molekulové hmotnosti DBD FOXK1 bez N-koncové histidinové kotvy a hodnota 

13,9 kDa, která odpovídá molekulové hmotnosti DBD FOXK1 s neodštěpenou 

N-koncovou histidinovou kotvou. Kvůli přítomnosti neštěpené formy proteinu byla přidána 

další TEV proteáza, tentokrát v hmotnostním poměru 1 : 100 a směs byla ponechána přes 

noc při 4 °C. V tomto vzorku se již nacházela většina štěpené formy proteinu. Neštěpená 

forma představovala zastoupení méně než 1% (viz Obr. 14, str. 36). Štěpení již bylo pova-

žováno za dostatečné a mohlo se přejít k dalšímu purifikačnímu kroku. Průběh štěpení TEV 

proteasou je shrnut na Obrázku 15 na straně 37. Po tomto kroku byl odhadován výsledek 

přibližně 10 mg (A280 = 0,83; ε280 = 1,7 g/l; V ≈ 25 ml), viz vzorec (1) str. 34. 

 

Obrázek 12 Spektrum z hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF pro neštěpenou formu DBD 

FOXK1 Spektrum zobrazuje jedenkrát nabitou formu proteinu o hmotnosti 13,9 kDa, která od-

povídá DBD FOXK1 s neodštěpenou N-koncovou histidinovou kotvou, a dvakrát nabitou formu 

proteinu o hmotnosti 6,9 kDa. 
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Obrázek 13 Spektrum z hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF po prvním štěpení TEV pro-

teasou Spektrum zobrazuje jedenkrát nabitou formu proteinu o hmotnosti 11,7 kDa, která odpo-

vídá DBD FOXK1 s odštěpenou N-koncovou histidinovou kotvou, jedenkrát nabitou formu pro-

teinu o hmotnosti 13,9 kDa, která odpovídá DBD FOXK1 s neodštěpenou N-koncovou histidi-

novou kotvou a dvakrát nabité formy proteinu o hmotnosti 5,8 a 6,9 kDa. 

 

Obrázek 14 Spektrum z hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF pro štěpenou formu DBD 

FOXK1 Spektrum zobrazuje jedenkrát nabitou formu proteinu o hmotnosti 11,7 kDa, která od-

povídá DBD FOXK1 s odštěpenou N-koncovou histidinovou kotvou, a dvakrát nabitou formu 

proteinu o hmotnosti 5,8 kDa. 
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Obrázek 15 Porovnání hmotnostních spekter: pro neštěpenou formu DBD FOXK1 obsahující 

N-koncovou histidinovou kotvu a štěpenou formu DBD FOXK1 bez N-koncové histidinové kotvy 

pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF. 

5.3 Iontově výměnná chromatografie 

Po úspěšném štěpení pomocí TEV proteasy byla provedena iontově výměnná chro-

matografie, která využívá kladného náboje proteinu (pI 10,0) při pH 7,5. Během elu-

ce byl pozorován jeden intenzivní pík, jehož maximum přesáhlo kapacitu detektoru, 

a následovaly dva menší píky (viz Obr. 16, str. 38). Frakce byly jímány během eluce 

pomocí lineárního gradientu chloridu sodného (100 mmol/l až 1 mol/l). Byly vybrá-

ny frakce 6–21 na základě hodnot absorbance při 280 nm a jejich čistota byla analy-

zována pomocí SDS-PAGE (viz Obr. 17, str 38). Frakce 6–8 a 14–21 obsahovaly 

nečistoty a byly vyřazeny pro další purifikační kroky. K dalším krokům byly vybrá-

ny frakce 9–13. 
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Obrázek 16 Záznam z iontově výměnné chromatografie Modrá křivka-absorbance při vlnové 

délce 280 nm (mAU), černá křivka-procentuální zastoupení elučního pufru pro iontově výměn-

nou chromatografii (0–72 %), červená křivka-konduktivita, čísla v horní části grafu-jímané 

frakce 

 

Obrázek 17 Záznam z SDS-PAGE frakcí z iontově výměnné chromatografie M-proteinový 

standard, A-neštěpená kontrola DBD FOXK1, B-štěpená kontrola DBD FOXK1, 6-21 jímané 

frakce 

5.4 Reverzní afinitní chromatografie 

Reverzní afinitní chromatografie je vhodná metoda k odstranění TEV proteasy, pro-

tože na svém N-konci obsahuje histidinovou kotvu, kterou DBD FOXK1 v tomto 

kroku má již odštěpenou. Protein DBD FOXK1 v tomto kroku kolonou protekl bez 

navázání. Záznam z SDS-PAGE (viz Obr. 18, str. 39) ukazuje čistotu proteinu. Pří-

tomnost TEV proteasy ve vzorku před reverzní afinitní chromatografií není patrná 

kvůli její malé koncentraci.  
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Obrázek 18 Záznam z SDS-PAGE frakcí z reverzní afinitní chromatografie M-proteinový 

standard, 1-vzorek před reverzní afinitní chromatografií, 2-vzorek po reverzní afinitní chroma-

tografii 

5.5 Gelová permeační chromatografie 

Posledním purifikačním krokem byla gelová permeační chromatografie, jejímž cílem 

bylo získat nativní protein DBD FOXK1 bez agregátů. Během eluce byl pozorován pík 

v rozmezí elučního objemu 12–14 ml (viz Obr. 19). Přítomnost jediného píku dokazuje 

vysokou čistotu a konformační homogenitu proteinu. 

 

 

Obrázek 19 Záznam z gelové permeační chromatografie Modrá křivka-absorbance při vlnové 

délce 280 nm (mAU), čísla v horní části grafu-jímané frakce 

Purifikací a následným uskladněním bylo nakonec získáno 6 mg proteinu (A280= 14,76, 

ε280= 1,7 g/l, V ≈ 0,7 ml) viz vzorec (1) str. 34, z počátečního množství 3,5 g buněk 

z 1 l bakteriální kultury.  
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5.6 Analýza vazby DNA vazebné domény FOXK1 

s dvouvláknovou DNA 

5.6.1 Analýza pomocí nativní elektroforézy 

Cílem analýzy bylo ověření schopnosti DBD FOXK1 vázat dvouvláknovou DNA. Pro 

analýzu byl nejprve použit oligonukleotid S1FLC, který obsahuje specifickou sekvenci 

(GTAAACAA) pro vazbu DBD z rodiny FOX. Vznik komplexu byl pozorován na zákla-

dě změny mobility oligonukleotidu při nativní elektroforéze (viz Obr. 20 A, str. 41). Vaz-

ba tohoto oligonukleotidu byla u nás v laboratoři již analyzována s proteinem DBD  

FOXO4, a proto byl využit jako pozitivní kontrola. Dále byla analyzována vazba DBD 

FOXK1 s oligonukleotidy CRTC 2_14, CRTC 2_16, INSR_13 a S16 (viz Obr. 20 B, 

str. 41). 

Nejprve byla analyzována vazba DBD FOXK1 a DBD FOXO4 

s oligonukleotidem S1FLC. Při tomto pokusu byla konstantní koncentrace DBD FOXK1 

a DBD FOXO4 10 µmol/l a měnila se koncentrace S1FLC (5, 10 a 20 µmol/l). Při kon-

centraci oligonukleotidu 20 µmol/l vznikla pouze navázaná forma S1FLC s DBD FOXK1 

i DBD FOXO4. Pro koncentrace S1FLC 5 a 10 µmol/l byla pozorována i nenavázaná 

forma S1FLC (viz Obr. 20 A, str. 41). Při porovnání vzorků DBD FOXO4 a DBD 

FOXK1 s S1FLC o koncentraci oligonukleotidu 10 µmol/l vzniká volná forma S1FLC 

u DBD FOXO4, zatímco u DBD FOXK1 se tato forma nevyskytuje. Tento rozdíl nazna-

čuje, že DBD FOXK1 váže S1FLC silněji než DBD FOXO4. Tímto pokusem bylo doká-

záno, že purifikovaný DBD FOXK1 váže dvouvláknovou DNA obsahující vazebný mo-

tiv. 

 Vazba DBD FOXK1 s DNA byla dále studována s oligonukleotidy CRTC 2_14, 

CRTC 2_16, INSR_13 a S16. V tomto pokusu byla konstantní koncentrace oligonukleo-

tidů 10 µmol/l a měnila se koncentrace DBD FOXK1 (5, 10 a 20 µmol/l). Pro všechny 

testované oligonukleotidy byl pozorován vznik komplexu stejně jako u S1FLC. Při kon-

centraci DBD FOXK1 20 µmol/l dominovala u všech navázaná forma oligonukleotidu 

s proteinem. Při koncentracích DBD FOXK1 5 a 10 µmol/l se u všech experimentů vy-

skytovala i volná forma oligonukleotidu, ale o rozdílné intenzitě. Nejvyšší intenzita volné 

formy oligonukleotidu byla pozorována u CRTC 2_16 a S16 a nižší intenzita u CRTC 

2_14 a INSR_13. Nejnižší intenzitu volného oligonukleotidu však vykazuje CRTC 2_14 

o koncentraci 5 µmol/l (viz Obr. 20 B, str. 40).  
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Obrázek 20 Záznam z nativní elektroforézy pro analýzu vazby oligonukleotidů s DBD FOXK1 

A: 1-S1FLC (10 µmol/l), 2-S1FLC (20 µmol/l), protein (10 µmol/l), 3-S1FLC (10 µmol/l), pro-

tein (10 µmol/l) 4-S1FLC (5 µmol/l), protein (10 µmol/l) 

B: 1-DBD FOXK1 (10 µmol/l), 2-DBD FOXK1 (5 µmol/l), oligonukleotid (10 µmol/l), 3-DBD 

FOXK1 (10 µmol/l), oligonukleotid (10 µmol/l) 4-DBD FOXK1 (20 µmol/l), oligonukleotid 

(10 µmol/l).  
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 U CRTC 2_14, CRTC 2_16, INSR_13 a S16 byla pozorována i další forma 

komplexu DBD FOXK1 s DNA o nižší mobilitě. Tato forma by mohla představovat 

vazbu více molekul DBD FOXK1 s DNA kvůli nespecifické vazbě proteinu na oli-

gonukleotid mimo vazebný motiv, vznik nefunkčních agregátů nebo vznik specific-

kého vyššího oligomerního stavu komplexu DBD FOXK1 s DNA. Purifikovaný 

DBD FOXK1 tedy váže všechny vybrané oligonukleotidy a z porovnání výsledků 

z nativní elektroforézy lze usuzovat, že nejstabilnější komplex tvoří DBD FOXK1 

s INSR_13. 

5.6.2 Analýza pomocí nativní hmotnostní spektrometrie 

Jako další metoda ke studiu vazby DBD FOXK1 na dvouvláknovou DNA byla využi-

ta hmotnostní spektrometrie pomocí ionizace nanoelektrosprejem. Nejprve byla ana-

lyzována denaturovaná forma proteinu, pro kterou byly pozorovány nábojové stavy 

v rozmezí 17+ až 10+ (viz Obr. 21, str. 43). Vysoké hodnoty nábojových stavů jsou 

způsobeny rozbalením denaturovaného proteinu a odhalením jeho postranních řetěz-

ců, na kterých může docházet k protonaci. Při analýze nativní formy proteinu byly 

pozorovány tři nábojové stavy 8+, 7+ a 6+ (viz Obr. 22, str. 43). Nižší hodnoty nábo-

jových stavů v porovnání s denaturovanou formou proteinu jsou způsobeny sbalením 

proteinu, díky čemuž nemůže docházet k vícenásobné protonaci postranních řetězců 

aminokyselin. Pro nábojový stav 7+ byly zaznamenány dva píky. Majoritní pík přes-

ně odpovídá teoretické molekulové hmotnosti podle sekvence proteinu. Minoritní pík 

má přesně o 237,09 Da vyšší molekulovou hmotnost. Tento hmotnostní rozdíl odpo-

vídá molekulové hmotnosti HEPES [(4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin) 

ethansulfonová kyselina)], který byl využit pro purifikaci a skladování proteinu 

a během purifikace došlo k jeho navázání na nativní protein. Při analýze vzorku ob-

sahující protein i oligonukleotid, byl pozorován vznik komplexu o třech nábojových 

stavech 9+, 8+ a 7+ (viz Obr. 23, str. 44).  

 Při porovnání spekter všech tří forem proteinu (viz Obr. 24, str. 44) je viditel-

ný posun v hodnotách m/z mezi jednotlivými formami. Posun k nižším hodnotám 

mezi nativní a denaturovanou formou proteinu je způsoben vyššími hodnotami nábo-

jových stavů u denaturované formy proteinu. Nativní hmotnostní spektrometrie také 

dokázala schopnost DBD FOXK1 vázat dvouvláknovou DNA obsahující specifický 

motiv.  
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Obrázek 21 Hmotnostní spektrum pro denaturovanou formu DBD FOXK1: pomocí nativní 

ionizace nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nábojové stavy denaturovaného 

DBD FOXK1. 

 

Obrázek 22 Hmotnostní spektrum pro nativní formu DBD FOXK1: pomocí nativní ionizace 

nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nábojové stavy nativního DBD FOXK1.  
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DBD FOXK1 

DBD FOXK1 

DBD FOXK1 

DBD FOXK1 

DBD FOXK1 

DBD FOXK1 

DBD FOXK1 
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Obrázek 23 Hmotnostní spektrum pro komplex DBD FOXK1 s S1FLC: pomocí nativní ioni-

zace nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nábojové stavy jak vzniklého komplexu, 

tak volného nativního proteinu.  

 

Obrázek 24 Porovnání hmotnostních spekter: pro denaturovanou formu DBD FOXK1, nativní 

formu DBD FOXK1 a vzniklý komplexu DBD FOXK1 s S1FLC pomocí nativní ionizace nano-

elektrosprejem. 
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6. Diskuze 

Cílem této bakalářské práce bylo získat nativní DBD FOXK1, který byl dále využit ke 

studiu vazby s oligonukleotidy obsahující sekvenční motiv pro vazbu s tímto proteinem. 

Pro expresi byl vybrán kmen RIPL buněk BL-21, který byl transformován plasmidem 

pET-28a (+) se sekvencí kódující DBD FOXK1 s optimalizovaným složením kodonu 

pro expresi v E. coli.  

 

Obrázek 25 Grafické zobrazení průběhu purifikace v pěti krocích. 

 Úspěšnost exprese DBD FOXK1 byla ověřena během prvního purifikačního kro-

ku (viz Obr. 25) a odhadovaný výtěžek byl přibližně 70 mg proteinu obsahujícího 

N-koncovou histidinovou kotvu. V průběhu purifikace nastaly komplikace vedoucí 

k dílčím ztrátám, které ale neovlivnily výslednou kvalitu proteinu a ten byl získán 

v dostatečném množství pro následující analýzy. Během dialýzy došlo k precipitaci pro-

teinu, která způsobila úbytek proteinu odhadem ze 70 mg na 10 mg. Protein byl převáděn 

do pufru vhodného pro iontově výměnnou chromatografii za souběžného štěpení 

N-koncové histidinové kotvy. Jelikož protein přecházel do prostředí o přibližně 10× nižší 

iontové síle, mohlo by se pro příští preparace uvažovat o zvýšení iontové síly dialyzační-

ho pufru, což by mohlo snížit míru nežádoucí precipitace. Pro následující preparace by 

bylo také vhodné zvážit urychlení štěpení TEV proteasou, která probíhala ve dvou dnech, 

jelikož byl první přídavek proteasy nedostačující a ve štěpení se muselo následující den 

pokračovat po dalším přídavku proteasy. V této purifikaci bylo štěpení prováděno přes 
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noc při 4 °C. Štěpení by se dalo urychlit zvýšením teploty, což by mohlo ale vést ještě 

k většímu rozsahu precipitace během dialýzy a nežádoucí degradaci proteinu. Na závěr 

purifikace byla provedena gelová permeační chromatografie, při které byla ověřena vyso-

ká čistota a konformační homogenita proteinu. Vysoká čistota proteinu byla ovšem pozo-

rována už po reverzní afinitní chromatografii, a proto by se gelová permeační chromato-

grafie mohla pro budoucí preparace vynechat. Jelikož gelová permeační chromatografie 

slouží nejen k odstranění případných agregátů, ale také k převedení proteinu do pufru 

vhodného ke skladování proteinu, budoucí preparaci bude nutné zakončit dialýzou. Puri-

fikací bylo nakonec získáno 6 mg velmi čisté a homogenní DBD FOXK1 (viz Obr. 19, 

str. 39; Obr. 20, str. 40 a Obr. 21, str. 43), která byla využita k následnému studiu vazby 

proteinu na dvouvláknovou DNA obsahující specifický motiv. 

 

Obrázek 26 Porovnání struktur DBD FOXO4 (3L2C, získáno pomocí rentgenové krystalogra-

fie), DBD FOXK1 (2D2W, získáno pomocí NMR) a DBD FOXK2 (2C6Y, získáno pomocí rent-

genové krystalografie). Červenou barvou jsou u DBD FOXK1 a DBD FOXK2  zobrazeny 

α-helixy H4 na C-konci domén. DBD FOXO4 α-helix H4 neobsahuje.  

 Pomocí nativní elektroforézy bylo zjištěno, že všechny vybrané oligonukleotidy 

obsahující specifický motiv (5‘-GTAAACA-3‘ paralelní vlákno, 5‘-TGTTTAC-3‘ anti-

paralelní vlákno) [14] se úspěšně vážou s DBD FOXK1. Vazba DBD FOXK1 s S1FLC 

byla pozorována nejen pomocí nativní elektroforézy, ale také pomocí nativní hmotnost-

ní spektrometrie, čímž bylo potvrzeno, že DBD FOXK1 váže dvouvláknovou DNA 

obsahující specifický motiv. Při porovnání vazby S1FLC s DBD FOXK1 a DBD  

FOXO4 bylo pozorováno, že se k S1FLC váže pravděpodobně silněji DBD FOXK1. 

Z dostupných trojrozměrných struktur lidské DBD FOXO4 (3L2C, získáno pomocí 
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rentgenové krystalografie) a myší DBD FOXK1 (2D2W, získáno pomocí NMR) jsou 

viditelné rozdíly (viz Obr. 26, str. 46), i když oba proteiny patří do rodiny FOX a jsou si 

tak velmi podobné. Obě domény obsahují tři α-helixy (H1, H2, H3), přičemž α-helix H3 

zajišťuje interakci s velkým žlábkem dvouvláknové DNA, který obsahuje specifický 

vazebný motiv. DNA vazebná doména FOXK1 na rozdíl od DBD FOXO4 obsahuje ve 

své struktuře čtvrtý α-helix H4 (Lys86–Phe92), který se nachází na C-konci DBD a mohl 

by ovlivňovat sílu interakce s dvouvláknovou DNA. Dalším rozdílem mezi DBD 

FOXK1 a DBD FOXO4 je sekvence aminokyselin ve smyčce W1 mezi dvěma 

β-skládanými listy S2 a S3 (viz Tab. 5). Odlišné rysy (α-helix H4 a smyčka W1) byly 

popsány v trojrozměrné struktuře DBD FOXK2 s dvouvláknovou DNA (2C6Y, získána 

pomocí rentgenové krystalografie) (viz Obr. 26, str. 48) [30], který je nejbližším pří-

buzným pro DBD FOXK1. V krystalové struktuře DBD FOXK2 čtvrtý α-helix H4 

(Asp80–Ala91) stabilizuje vazbu DBD s dvouvláknovou DNA pomocí flexibilního 

C-konce DBD. Flexibilní C-konec DBD FOXK2 interaguje pomocí vodíkových můstků 

mezi postranními řetězci Arg95 a Arg98 s 5‘-koncem paralelního vlákna specifického 

vazebného motivu FOX proteinů. Tato interakce nebyla u DBD FOXO4 pozorována 

vzhledem k absenci α-helixu H4. Smyčka W1 pak interaguje postranním řetězcem Lys73 

s 3‘-koncem paralelního vlákna a amidovou skupinou Ser75 s fosfátovými skupinami 

5‘-konce antiparalelního vlákna specifického vazebného motivu FOX proteinů. Interak-

ci s dvouvláknovou DNA u DBD FOXK2 tedy stabilizují aminokyseliny Lys73, Ser75, 

Arg95 a Arg98. Tyto aminokyseliny jsou také obsaženy v sekvenci DBD FOXK1, a proto 

usuzujeme, že se jedná o konzervovaný strukturní rys pro proteiny z podrodiny FOXK 

(viz Obr. 27, str. 48). Sekvence DBD FOXO4 ze zmíněných aminokyselin obsahuje 

pouze Ser75 (viz Tab. 5) a to by mohla být příčina nižší afinity k dvouvláknové DNA 

pozorovaná v této práci. 

Tabulka 5 Porovnání sekvencí aminokyselin ve smyčkách W1 DNA vazebných do-

mén FOXO4, FOXK1 a FOXK2 Rozdílná sekvence aminokyselin jednotlivých domén ve smyč-

ce W1 mezi dvěma β-skládanými listy S2 a S3. Čísla v závorce udávají pozici aminokyselin 

smyčky W1 v sekvenci proteinu. Červeně jsou zvýrazněny aminokyseliny zodpovědné za interak-

ci s dvouvláknovou DNA. 

DBD sekvence aminokyselin smyčky W1 

DBD FOXO4 (167-177) 5‘-VHNEATGKS--SW-3‘ 

DBD FOXK1 (352-364) 5‘-VPRSQEEPGKGSF-3‘ 

DBD FOXK2 (319-331) 5‘-VPRSQEEPGKGSF-3‘ 
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Obrázek 27 Poloha aminokyselin, které stabilizují interakci DBD FOXK1 s DNA V červeném 

rámečku jsou zobrazeny aminokyseliny, které se podílejí na stabilizaci vazby DBD FOXK1 

s velkým žlábkem DNA. Lys73 interaguje s 3‘-koncem, Arg95 a Arg98 s 5‘-koncem paralelního 

vlákna a Ser75 interaguje s fosfátovými skupinami 5‘-konce antiparalelního vlákna specifického 

vazebného motivu DNA, který je zobrazen zelenou barvou. V tyčinkovém zobrazení aminokyse-

lin jsou modře zobrazeny molekuly dusíku a červeně molekuly kyslíku. 3‘ a 5‘ konec specifické-

ho vazebného motivu DNA odpovídá paralelnímu vláknu. 

 Pomocí nativní elektroforézy byla pro oligonukleotidy CRTC 2_14, 

CRTC 2_16, INSR_13 a S16 pozorována při vyšších koncentracích proteinu další forma 

komplexu o nižší mobilitě. Podobný jev byl již pozorován pro oligonukleotid S16, který 

byl analyzován v již zmíněné publikaci o krystalové struktuře DBD FOXK2 [30]. Auto-

ři zmíněné publikace studovali oligonukleotidy o délce 11–16 párů bazí (v publikaci 

označováno S11–S16). Zjistili, že komplex protein•DNA tvoří pouze oligonukleotidy, 

které jsou delší než 14 párů bazí. Při vyšších koncentracích proteinu byla kromě vznik-

lého ekvimolárního komplexu protein•DNA pozorována i zmíněná forma komplexu 

o nižší mobilitě. Autoři tento jev vysvětlují navázáním druhé molekuly DBD FOXK2 

mimo vysoce konzervovaný vazebný motiv, přičemž vazba druhé molekuly pravděpo-

dobně zvyšuje stabilitu první navázané molekuly. Vazba dvou molekul proteinu k DNA 

byla potvrzena vyřešením krystalové struktury komplexu. V této bakalářské práci byl 

ale pozorován vznik komplexu proteinu DBD FOXK1 i s kratším oligonukleotidem 

Lys73 

Ser75 

Arg95 

Arg98 

W1 

C-konec domény 
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(o délce 13 párů bazí INSR_13), což odporuje závěrům ve zmíněné publikaci. Vazbu 

s kratším oligonukleotidem mohlo ovlivnit rozdílné složení pufru použitého v této  

bakalářské práci a ve zmíněné publikaci. Protein DBD FOXK2 byl pro nativní elektro-

forézu připraven v pufru obsahujícím 25 mmol/l HEPES a 1 mmol/l MgCl2, kdežto vzo-

rek DBD FOXK1 byl připraven ve 20 mmol/l HEPES a 150 mmol/l NaCl. Pufry se liší 

iontovou silou, která by mohla mít vliv na vznikající komplex protein•DNA. Dalším 

důvodem, který by vedl k odlišným pozorováním, může být rozdílné chování DBD 

FOXK1 a DBD FOXK2 při vazbě s dvouvláknovou DNA i přes výraznou sekvenční 

podobnost (88,5 %). Do budoucna by bylo vhodné prostudovat strukturní uspořádání 

lidské DBD FOXK1 a také její interakce s dvouvláknovou DNA. Vhodným kandidátem 

pro budoucí experimenty by mohl být oligonukleotid INSR, u kterého byl v této baka-

lářské práci pomocí nativní elektroforézy pozorován nejstabilnější komplex s DBD 

FOXK1. Studium trojrozměrné struktury DBD FOXK1 by tak pomohlo popsat rozdíly 

v chování homologních FOXK1 a FOXK2. 
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7. Závěr 

Cílem této bakalářské práce bylo připravit nativní DBD FOXK1, který rozpoznává 

a váže specifický vazebný motiv 5‘-GTAAACA-3‘. Byla provedena rekombinantní ex-

prese lidské DBD FOXK1 v E. coli s následnou purifikací o pěti krocích v následujícím 

pořadí: afinitní chromatografie, dialýza za současného štěpení histidinové kotvy pomocí 

TEV proteázy, iontově výměnná chromatografie, reverzní afinitní chromatografie 

a gelová permeační chromatografie. Purifikací bylo získáno 6 mg velmi čisté 

a homogenní DBD FOXK1. Pomocí nativní elektroforézy a nativní hmotnostní spektro-

fotometrie bylo zjištěno, že DBD FOXK1 váže všechny vybrané oligonukleotidy obsa-

hující specifický vazebný motiv. Podařilo se tedy připravit funkční protein DBD 

FOXK1, který lze použít jako materiál k dalšímu studiu trojrozměrné struktury volné 

DBD FOXK1 nebo v komplexu s dvouvláknovou DNA.  
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