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Abstrakt

Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji expresi gend v riznych typech bunck.
Hraji tak dalezitou roli v mnoha bunécnych procesech od regulace bunécného cyklu az
po bunécnou diferenciaci. Pomoci DNA vazebné domény rozpoznavaji a vazi specifické
sekvence DNA. Jednim z typti DNA vazebné domény je doména ,,forkhead®, kterd se
sklada ze 100-110 aminokyselinovych zbytki. Tato sekvence je oznacovana jako DBD
FOX apfipomina tvar ,okfidleného helixu“. Proteiny zrodiny FOX interaguji
s dvouvlaknovou DNA pomoci a-helixu H3, ktery je pro tuto rodinu sekvenéné konzer-
vovan. Na vazbé s DNA se dale podileji i dalsi oblasti DBD, kter¢ vSak sekven¢né kon-
zervovany nejsou a odlisné strukturni rysy pfispivaji k rozdilné afinit¢ FOX proteinti
k DNA. OdliSnosti v trojrozmérné struktufe mohou také mit vliv na riznorodost biolo-
gickych funkci proteint FOX v organismu. Proteiny FOX se déli do 19 podrodin, mezi
které patii i podrodina FOXK, kterou tvofi dva ¢lenové FOXK1 a FOXK2. Proteiny
FOXK reguluji aerobni glykolyzu, bunéénou proliferaci a také karcinogenezi. Jejich
zvySena exprese byla popsdna v rakovinnych buiikach kosterni tkdn€, zaludku, tlustého
stfeva, prsu, plic, vaje¢nikil aj. Funkce proteint FOXK v riiznych typech rakoviny vSak

neni dosud velmi prozkoumana.

Cilem prace bylo pfipravit nativni protein DBD FOXKI, ktery rozpoznava
a vaze specificky vazebny motiv dvouvlaknové DNA. Ke studiu vazby DBD FOXK1
s dvouvlaknovou DNA bylo vyuzito pét oligonukleotidi (CRTC 2 14, CRTC 2_16,
INSR 13, S16 a SIFLC) o délce 13, 14 a 16 parti bazi. Interakce pfipraveného proteinu
s oligonukleotidy byla sledovana s vyuzitim nativni hmotnostni spektrometrie. Purifika-
ci byl ziskan velmi Cisty funkéni protein DBD FOXKI, ktery vaze vSechny vybrané
oligonukleotidy obsahujici specifickou vazebnou sekvenci. Pti nativni elektroforéze
byla pii vysSSich koncentracich proteinu pozorovana dalsi forma komplexu o niz8i mobi-
lit¢, kterd pravdépodobné ptislusi druhé molekule DBD FOXK1 navdzané mimo vysoce

konzervovany motiv.
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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 a-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 1s still not well understood.

The aim of this work was to prepare a native DBD FOXKI1 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 FOXKI. Intermolecular interaction was monitored by
native electrophoresis and native mass spectrometry. Established purification procedure
provided a highly pure functional DBD FOXKI1 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
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Seznam pouzitych zkratek

ACS

ChIP-seq

CRTC2

DNA
DBD DNA
EDTA

EMT
ESI
FHA

FOX
GSK3

HEPES
HLH

HPLC

ILF
INSR
IPTG
LB

LC
MALDI

MNF
mRNA

oznaceni kvality produktu, ktera vyhovuje pozadavkim Americké
chemické spolecnosti

chromatinova imunoprecipitace (z angl. chromatin immunoprecipiation
sequencing)

CREB transkrip¢ni koaktivator 2 (angl. CREB regulated transcription
coactivator 2)

2-deoxyribonukleova kyselina (z angl. 2-deoxyribonucleic acid)
vazebna doména (z angl. DNA binding domain)

kyselina etylendiaminotetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic
acid)

epitelidlné¢ mezenchymalni tranzice
ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)

doména, ktera slouzi k interakci s jinymi proteiny (z angl. forkhead-
associated domain)

rodina transkrip¢nich faktorti (z angl. forkhead box)

kinasa fosforylujici glykogen synthasu (z angl. glykogen synthasekina-
se 3)

(4-(2-hydroxyethylamino)- 1-piperazin) ethansulfonova kyselina

rodina transkripénich faktorti majicich motiv helix-smycka-helix
(z angl. helix-loop-helix)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (z angl. high-performance
liquid chromatography)

protein interagujici s interleukinem(z angl. interleukin binding factor)
insulinovy receptor

isopropyl B-D-1thiogalactopyranosid

médium pro kultivaci bakterii (z angl. Luria-Bertani broth)
kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)

desorpce/ionizace laserem za ptitomnosti matrice (z angl. matrix assis-
ted laser desorption/ionization)

nuklearni faktor myocyti (z angl. myocyte nuclear factor)

mediatorova RNA



MS
NMR
ODs0o
PBS

PDB

RNA
RNAp

SID

Sin3

SDS
SDS-PAGE

Sds3

B
TBE
TBP

TEMED
TF
TFII

TOF
ZNF

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
nukledrni magnetické rezonance
opticka denzita pti vinové délce 600 nm

fosfatem pufrovany izotonicky roztok (z angl. phosphate buffered sali-
ne)

databaze trojrozmérnych struktur proteint (z angl. protein data bank)
ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA polymeréza

doména interagujici se Sin3 (z angl. sin3b-interacting domain)
negativni regulator transkripce (z angl. SWl-interpendent-3)
dodecylsiran sodny

elektroforetickd separace v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti
SDS (z angl. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)

transkripcni regulacni protein (z angl. suppressor of defective silen-
cing 3)

médium pro kultivaci bakterii (z angl. terrific broth)
Tris-boratovy pufr s pfidavkem EDTA

podjednotka transkripéniho faktoru TFIID (z angl. TATA binding pro-
tein)

1,2-bis(dimethylamino)ethan

transkripcni faktor

.....

rasy II
analyzator doby letu (z angl. time-of-flight)

zinkovy prst (z angl. zinc finger)



1. Teoreticky uvod

Transkripcni faktory jsou klicové bunécné proteiny, které reguluji prepis genetické
informace z DNA do mRNA vazbou na specifickou sekvenci DNA pomoci DNA
vazebné domény. Transkripcni faktory hraji dalezitou roli v mnoha bunéénych proce-
sech od regulace bunécného cyklu az po bunécnou diferenciaci. Mohou vystupovat
samostatn¢ nebo v komplexu s jinymi proteiny jako aktivatory nebo inhibitory jejich
transkripce. Deregulace aktivity exprese a mutace genil transkripcnich faktord vede
k mnoha lidskym onemocnénim, jako jsou napf. vyvojové poruchy nebo geneticka
a onkologickd onemocnéni. Biologicka funkce transkripénich faktort je stale pred-

métem vyzkumu a v soucasné dob¢€ neni dostatecné objasnéna.

1.1 Funkce transkripénich faktort pfi transkripci

Transkripce je pfepis genetické informace obsazené v DNA do molekul RNA pomoci
RNA polymerasy (RNAp) [1, 2]. V buiikach je regulovana mnoha proteiny, jimiz jsou
napi. obecné transkripéni faktory, ko-faktory, histony nebo proteiny rozvoliujici
plexu za pomoci sady obecnych transkripénich faktorti (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF a TFIIH), které umozni navazani RNAp k promotoru genu (viz Obr. 1, str. 11).
box, coZz je sekvence bohatd na thyminy aadeniny [3], nachazejici se cca
25-30 part bazi pfed mistem zahdjeni transkripce. TATA box je rozpoznan podjed-
notkou TBP (z angl. TATA-binding protein), kterd je soucasti TFIID. Po navazani
transkripéniho faktoru dochazi ke zméné€ konformace DNA a pfipojeni TFIIA, ktery
upeviiuje vazbu TFIID s TATA boxem a TFIIB, ktery je schopny interagovat nejen se
vznikajicim komplexem, ale také s RNAp. Polymerasa se nasledné vaze s TFIIF. Jako
posledni se ptipojuji TFIIH a TFIIE, diky kterym se stabilizuje vznikly komplex tran-
skripénich faktort s DNA aumoznuji interakci s helikasami, které rozplétaji
dvousroubovicovou DNA a RNAp muZe zahgjit transkripci. Transkripce je regulovana

celou fadou transkrip¢nich faktord, které se vazi na specifické sekvence DNA [4, 5].
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Obrazek 1 Tvorba preiniciacniho komplexu Preiniciacni komplex vznika pomoci obecnych
transkripcnich faktorii (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH), které umozni RNA polyme-
rase se navazat k promotoru genu a zahdjit transkripci. Tvorba preiniciacniho komplexu zacina
nasednutim transkripcniho faktoru TFIID do oblasti bohatou na thyminy a adeniny, tzv. TATA-
boxu.
1.2 Funkce a struktura transkrip&nich faktor(

Transkripéni faktory (TF) jsou proteiny, které reguluji expresi geni. Kazdy TF muze re-
gulovat soubor geni v riznych typech bun¢k. Spravna Groven exprese gent hraje dilezi-
tou roli v mnoha biologickych procesech od udrzovani metabolické rovnovahy pies regu-
laci bunécéného cyklu az po bunéénou diferenciaci. Mutace v genech pro TF, které zptso-
buji ztratu funkce, jsou pficinou mnoha lidskych onemocnéni, jako napt. abnormalni vy-

voj organd, kardiovaskularni choroby, autoimunitni a nddorova onemocnéni [2, 6, 7].

Diiv byl termin transkripcni faktor pouZzivan k popisu jakéhokoli proteinu, ktery
se podilel na transkripci nebo byl schopny regulovat hladinu genové exprese. Dnes se
tento termin pouziva vyhradné pro proteiny, které jsou schopny vazat DNA sekvencné
specifickym zpisobem a dokdZou regulovat transkripci. Transkripéni faktory mohou
mit az 1000x vétsi preferenci ke specifické vazebné sekvenci ve srovnani s jinymi sek-
vencemi a schopnost vazat se na konkrétni sekvenci DNA je povaZovana jako indikator

schopnosti regulovat transkripci [6, 7].

11
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Obrazek 2 Klasifikace transkripcnich faktorii Rozdeéleni podle DNA vazebné domény. Obrdazek
prevzat a upraven podle [6].

Transkripéni faktory jsou vétSinou modularni proteiny obsahujici n¢kolik struktu-
rovanych domén spojenych pomoci flexibilnich tsekii. VSechny TF obsahuji DNA va-
zebnou doménou (DBD, z angl. DNA binding domain), pomoci které proteiny rozpozna-
vaji a vazi specifické sekvence DNA, a efektorovou doménu, které zajiSt'uje regulaci tran-
skripcni aktivity pomoci interakce se zdkladnim transkripénim aparatem b&éhem iniciace,
kooperativni interakci s jinym TF nebo interakci s chromatinem [7, 8]. Nejbéznéjsi klasi-
fikace TF (viz Obr. 2) je zalozena na strukturnich rysech jejich DBD. TF nejcastéji obsa-
huji tii typy DBD (viz Tab. I, str. 13), ato doménu obsahujici zinkovy prst (ZNF-C2Ho,
zangl. CoHz zinc-finger), homeodoménu (z angl. homeodomain) a helix-smyc¢ka-helix
(HLH, z angl. helix-loop-helix) [6, 7]. Struktura zinkového prstu je nejvice zastoupenym
motivem TF. Charakteristickym rysem je sekundarni struktura 28 aminokyselinovych
zbytkd, které pomoci cysteinu a histidinu koordinuji ion zinku [9]. Homeodoména je slo-
zena ze Sedesati aminokyselinovych zbytkl tvoficich tfi a-helixy spojené smyckou
(z angl. loop) a ohybem (z angl. turn). Helix 3 se Casto oznacuje jako ,,rozpoznavaci he-
lix*“ (z angl. recognition helix) ajeho prostfednictvim je protein schopen interagovat
s DNA [10]. Struktura helix-smycka-helix se skldda z prevazné bazickych a hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkl. Bazické aminokyselinové zbytky umoziuji silnou vazbu pro-

teinu s DNA, zatimco hydrofobni aminokyselinové zbytky zprostfedkovavaji interakci

mezi proteiny za vzniku homo/heterodimerti [11].
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Tabulka 1 Nejbéznéjsi DNA vazebné domény transkripcnich faktoru [12].

DNA vazebna doména pocet transkrip¢nich faktori
ZNF-C;H» 678 (~35 %)
homeodoména 227 (~12 %)
HLH 116 (~6 %)

1.3 Transkripéni faktory z rodiny FOX

DNA vazebné domény lidskych TF mohou mit i mnoho dalSich strukturnich rysi, jako
napt. doménu ,,vidlice” (z angl. forkhead) (2 % vSech TF) [6]. Termin ,,forkhead* vzni-
kl podle fenotypu popsaného v Drosophila melanogaster, ktery byl zpisoben mutaci
genu FOXA3. Ta vedla k vidlicovitému vyriistku v hlavové a zadeCkové €asti embrya.
Doména FOX je slozena z ptiblizné 100—-110 aminokyselinovych zbytki. Tato sekvence
je dnes oznacovana jako DBD FOX a jeji struktura ptipomind ,,okfidleny helix“ (z angl.
winged helix) nebo také jiz zminénou ,,vidlici®. V lidském genomu bylo identifikovano
kolem 50 TF z rodiny FOX, které jsou dale zafazeny do 19 podrodin. Podrodiny jsou
rozliSeny velkymi pismeny abecedy (FOXA az S) a ¢lenové jednotlivych podrodin se
charakteristickou vazebnou sekvenci 5°-(G/A)(T/C)(A/C)AA(C/T)A-3° a mohou se tak
vazat do riznych regulacnich oblasti v genomu [13—15].

Tabulka 2 Seznam vybranych trojrozmérnych struktur DBD FOX Struktury ziskany pomoci

metody NMR nebo rentgenové krystalografie. V druhém sloupci jsou uvedeny kody trojrozmér-
nych struktur z PDB.

DBD FOX kéd DBD FOX z PDB metoda strukturni analyzy
FOXA3 5X07 rentgenova krystalografie
FOXC2 6AKP rentgenova krystalografie
FOXD3 2HFH NMR
FOXG1 7CBY rentgenova krystalografie
FOXHI1 6H3R rentgenova krystalografie
FOXK1 2D2W NMR
FOXM1 3G73 rentgenova krystalografie
FOXNI 6ELS rentgenova krystalografie
FOX0O4 3L2C rentgenova krystalografie
FOXP1 2KIU NMR
FOXQ1 1KQ8 NMR
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Na zéklad¢ dat z NMR a rentgenové krystalografie byly popsany trojrozmérné
struktury nékterych proteinti z rodiny FOX (viz Tab. 2, str. 13). Doména FOX je tvote-
na tfemi a-helixy (H1, H2 a H3), tfemi B-ohyby (S1, S2 a S3) a dvéma flexibilnimi
smyckami (W1 a W2), které sméfuji k C-konci domény (viz Obr. 3) [14]. Studie troj-
rozmérné struktury DBD FOXA3 jako prvni popsala interakci FOX DBD s velkym
zlabkem dvouvldknové DNA pomoci a-helixu H3, ktery je sekvenéné konzervovan me-
zi proteiny FOX arozpoznava specifickou vazebnou sekvenci DNA [16]. Na vazbé
s dvouvlaknovou DNA se kromé a-helixu H3 dale podili C-/N-konec DBD a flexibilni
smycka W1 [17]. Tyto oblasti DBD interaguji s DNA pomoci vodikovych mustkli nebo
van der Waalsovych interakci. Nejsou vSak sekvencné konzervovéany a odliSnosti ve
struktufe ptispivaji k rozdilné afinit¢ FOX proteinit k DNA. DNA vazebnd doména
FOXA2, DBD FOXC2 a DBD FOXGI1 k vazbé s DNA vyuzivaji flexibilni smycku
W1 [17-19]. DNA vazebna doména FOXG1 k vazbé s DNA vyuziva kromé flexibilni
smycky W1 také N-konec domény [19]. DNA vazebna doména FOXC2 a DBD FOXNI1
krom& smy¢ky vyuzivaji C-konec domény [21, 17]. DNA vazebna doména FOXM1
k interakci s DNA flexibilni smy¢ku W1 nevyuziva, coz pravdépodobné zplisobuje nej-

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

Obrdzek 3 Trojrozmérnd struktura DBD FOXK1 (PDB kéd: 2D2W). Cervené jsou zobrazeny
o-helixy a zZluté [-ohyby. V oblasti, ve které se vyskytuje flexibilni smycka W2, tvori DBD
FOXK1 dalsi a-helix H4.
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Nejcastjsi strukturni rozdily mezi ¢leny rodiny FOX je pfitomnost dalSiho
a-helixu nebo B-ohybu, které jsou nejCastéji umistény ve spojujici smycce mezi
a-helixy H2 a H3 a v oblasti flexibilni smycky W1 a W2 na C-konci DBD (viz Obr. 4,
str. 16) [22]. VySe zminény o-helix H4 se vyskytuje bud’ misto smycky W2 (DBD
FOXK1 a DBD FOXP1) nebo na C-konci domény (DBD FOXC2), u kterého zlstava
smycka W2 zachovana. DNA vazebna doména FOXN1 obsahuje kromé tfi standardnich
a-helixt jest¢ dva dalsi a-helixy, a to jeden krat$i mezi a-helixy H2 a H3 a druhy misto
smycky W2 [19]. Dalsi pomérné Castou odlisSnosti v proteinech FOX je pfitomnost dal-
Sich B-ohybid. DNA vazebna doména FOXG1 obsahuje o jeden B-ohyb (S4) vice nez
ostatni proteiny FOX. Tento ohyb se spole¢né s B-ohybem S3 se nachazi na C-konci
DBD v oblasti flexibilni smyc¢ky W2 [19]. DNA vazebnd doména FOXHI obsahuje
kromé standardnich tfech B-ohybu jesté dalsi tii [23]. Proteiny FOX se dale 1i8i oblasti,
ve které se nachazi smycka W1, ktera je velmi strukturné flexibilni a ve strukturach
DBD FOXNT1 a DBD FOXC?2 ziskanych pomoci rentgenové krystalografie neni viditel-
na [9, 20]. Zminéné odliSnosti ve strukturnich rysech DBD FOX zptisobuji rozdilnou
vazebnou afinitu proteind s riznymi rozpoznavacimi sekvencemi DNA a nésledné mo-

hou ovliviiovat odli§né biologické funkce proteintt FOX v organismu [19].

Tabulka 3 Priklad genetickych onemocnéni vyvolanych mutaci genii proteinii z rodiny FOX [15].

lidsky gen onemocnéni
FOXCI, FOXC2, FOXE3, FOXL2 smyslové poruchy (napf. ocni vady)
FOXP3, FOXNI imunitni onemocnéni (napf. imunodeficience

T-lymfocytt)

FOXO3a, FOXL2 reprodukéni onemocnéni (napft. predcasné selhani
vajecniki)
FOXGI, FOXPI1, FOXP2 neurologickd onemocnéni (napt. mentalni retarda-

ce nebo autismus)
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DBD FOXA2 DBD FOXC2 DBD FOXD3
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DBD FOXM1 DBD FOXN1 DBD FOX0O4

O C-konec

O N-konec

GR

DBD FOXP1 DBD FOXQ1

Obrazek 4 Trojrozmérné struktury DBD FOX Struktury ziskany pomoci metody NMR nebo
rentgenoveé krystalografie. Kody trojrozmernych struktur z PDB jsou uvedeny v Tab. 2, str. 13.

Proteiny z rodiny FOX interaguji pomoci DBD se specifickym vazebnym moti-
vem DNA a nésledné ovliviiuji expresi cilovych gent. Mohou se tak podilet na regulaci
mnoha bunécnych procest, jako napt. déleni buniky, diferenciace, apoptdza, energeticky

metabolismus, oprava posSkozené DNA, fizeni bunécného cyklu a hraji kli¢ovou roli
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v signalnich drahach. Tyto funkce maji proteiny FOX jak pii embryonalnim vyvoji, tak
v bunikach dospélych. Deregulace aktivity exprese a mutace gentit FOX proteinti zptiso-
buji nejen genetickd onemocnéni (viz Tab. 3, str. 15)[14, 15], ale také ovliviuji
tumorogenezi jako tumorové supresory (FOXAI, FOXLI, FOXO3 nebo FOX0O4) nebo
jako onkogeny (FOXCI, FOXC2, FOXMI nebo FOXP3) [24].

1.4 Transkripéni faktory podrodiny FOXK

Podrodinu FOXK zastupuji dva ¢lenové FOXK1 a FOXK2. FOXK reguluji aerobni
glykolyzu [25], bunécnou proliferaci, regeneraci kosterniho svalstva, myogenni diferen-
ciaci nebo karcinogenezi [26]. FOXKI se také jinak oznacuje jako nuklearni faktor
myocytd (MNF, zangl. myocyte nuclear factor) ajeho gen je lokalizovan
v chromosomu 7p22.1. Protein FOXKI1 je sloZzen ze 733 aminokyselinovych zbytk.
FOXK2 se oznacuje také jako ILF nebo ILF1 (z angl. interleukin binding factor) a jeho
gen se nachazi v chromosomu 17q25.3. Protein FOXK2 je slozen ze 660 aminokyseli-

novych zbytki [26].
1.4.1  Struktura proteint podrodiny FOXK

FOXK1 a FOXK2 sdileji podobnou doménovou strukturu (viz Obr. 5, str. 18). Pii-
mou interakci s DNA zajiStuje DBD FOX (podrobnéji popsana v kap. 1.4.2,
str. 18) [26]. Doména FHA (z angl. forkhead-associated domain) ma represorovou
aktivitu a miiZe interagovat s jinymi proteiny. Interakce je zprostfedkovana pomoci
fosforylovanych threoninovych zbytkl, napf. FHA z FOXKI1 interaguje s Sds3
(z angl. suppressor of defective silencing 3) pomoci fosfo-Thr*, coz zvysuje repre-
sorovou aktivitu FHA domény [27]. Na N-konci FOXKI1 se nachdzi doména
SID (z angl. Sin3b-interacting domain), kterd interaguje se Sin3 (z angl. SWI-
independent-3). Sin3 je negativni regulator transkripce a jeho vazba s FOXK1 vede
k zastaveni bunécného cyklu a zvySeni exprese inhibitord bunécného cyklu [28].
Usek proteinu FOXK1 ohraniéeny pozicemi 95-420 dale zprostfedkovava vazbu
s dal$imi transkripénimi faktory FOXO4 a MEF2C [26], coZ vede ke sniZeni jejich
transkrip¢ni aktivity a ovlivnéni dalSich d€ja. FOXO4 snizuje expresi p21 a zvySuje
proliferaci myogennich progenitorovych bun€k a MEF2C inhibuje diferenciaci myo-

gennich buné¢k [29].
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FOXK1 FOXO4/MEF2C
1 40 95 123 175 318 377 420 733

Sin3 Sds3 DNA
FOXK2 Sds3 DNA
1 54 128 171 258 353 660

N- - FOX -C

Obrazek 5 Doménové uspoiddani lidskych FOXKI a FOXK2 a useky zajistujici interakci
s dalsimi molekulami. Modre je zobrazena doména SID, pomoci které FOXKI interaguje se
Sin3, cervené domény FHA interagujici s Sds3 azluté domény FOX. FOXKI interaguje
s dalsimi transkripcnimi faktory FOXO4 a MEF2C oblasti aminokyselin 95-420. Obrazek pre-
vzat a upraven podle [26].

1.4.2 DNA vazebna doména FOXK

DNA vazebnd doména FOXK rozpoznava charakteristickou vazebnou sekvenci
5“TAAACA-3‘ amiZze se tak véazat do riznych regulac¢nich oblasti v genomu [30].
Doposud byla popsana trojrozmérna struktura lidské DBD pouze pro DBD FOXK2, a to
volnd DBD FOXK2 popsana pomoci NMR (PDB kod: 1JXS) avkomplexu
s dvouvlaknovou DNA o délce 16 part bazi pomoci rentgenové krystalografie (PDB
kod: 2C6Y). Pro DBD FOXK1 byla dosud popsana trojrozmérnd struktura pouze u mysi
varianty proteinu (PDB kod: 2D2W) [31]. Sekvenéni podobnost mysi a lidské DBD

FOXKI1 je 99 % (sekvencni podobnost byla uréena pomoci internetového programu

308 294

BLAST) a li8i se jedinou aminokyselinou (lidska obsahuje Phe”™ a mysi Trp~™" na Ctvr-
tém misté v sekvenci DBD). DNA vazebné domény FOXK proteind jsou si velmi po-
dobné. Sekvencni podobnost FOXK1 a FOXK2 je 88,5 % (viz Obr. 6, str. 19), coz na-
znacuje konzervovany mechanismus vazby proteini FOXK s DNA. Interakci DBD
FOXK s velkym zlabkem dvouvldknové DNA, obsahujici specificky vazebny motiv,
zajistuje a-helix H3. Vazba je pak stabilizovana pomoci flexibilniho C-konce domény
a flexibilni smycky W1, které zprosttedkovéavaji vodikové mistky s 3° 1 5° konci speci-

fického vazebného motivu FOX proteinti [30].
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DBD FOXK1

H1 s1 H2 H3 s2 Wi s3 H4
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B 1 S1__H2 H3 s2 w1 s3 Ha
KPPYSYAQLIVQAITMAPDRQLTLNGIYTHITENYPYYRTADKGWONS IREHNLSILNRYFIKVPRSQEEPGEKGSFWRIDPASESKLIEQAFREKRRPR

Obrazek 6 Sekvencni podobnost lidské DBD FOXKI a DBD FOXK Sekvencni podobnost od-
povida 88,5%. Cervené jsou oznaceny aminokyseliny, které se nachdzeji v sekvenci obou DBD
(sekvencni podobnost byla urcena pomoci internetoveho programu BLAST). Nad sekvencemi
Jjsou Cerné zobrazeny a-helixy, zelené f-skladané listy a modre flexibilni smycky.

1.4.3 Biologicka funkce podrodiny FOXK

Biologicka funkce proteini FOXK je stale pfedmétem vyzkumu a v soucasné dob¢ neni
dostateCné objasnéna. Piedpoklada se, ze FOXK1 a FOXK2 zajistuji stejné nebo po-
dobné funkce v lidském organismu a nebyly mezi nimi zatim popsany zasadni funkéni

rozdily.

1.4.3.1. Regulace exprese proteinil FOXK
Proteiny FOXK jsou exprimovany v riznych typech lidskych tkéni [26]. Jejich zvySena
exprese podporuje proliferaci, migraci a invazi bun¢k [32]. Promotor FOXK1 je vazeb-
nym cilem pro interakci s dal§imi proteiny (napi. SOX15 nebo C-JUN), které ovliviiuji
jeho expresi. FOXKI1 je spoleéné se SOX15 exprimovan v bunkach kosterni tkané.
SOX15 tvoti komplex s transkripénim regulatorem Fhl3 a spole¢né se vdzou do promo-
toru FOXKI. Po navéazani komplexu na promotor FOXK! dochézi ke zvySeni exprese
FOXKI1, bunky piechazi zklidové faze Go do Gi faze bunécného cyklu a dochézi
k regeneraci poSkozené kosterni tkang. Pfi inhibici SOX15 nedojde ke vzniku komplexu
s Fhl3 a exprese FOXKI1 je potlacena, coz vede ke zhorSeni regenerace [32]. DalSim
ptikladem TF, ktery se vaze na promotor FOXK], je onkogen C-JUN zvySujici expresi
proteinu FOXK1 v rakovinnych bunkach Zaludku. V téchto buiikdch byla pozorovana
zvySena exprese FOXKI1 az o 80 % v porovnani s okolni zdravou tkani [33]. Cela fada
studii popsala zvySenou expresi proteini FOXK v rakovinnych bunkach i mnoha dal-
Sich tkani, coz je podrobné&ji popsano v kapitole 1.4.3.3. na str. 21. Proteiny FOXK jsou
déale cilem malych nepfekladanych molekul RNA, jak na Urovni exprese tak Urovni
mRNA, coz nasledn€ ovlivituje vlastnosti rakovinnych bun¢k. Napt. miR-646 inhibuje
proliferaci a epitelialné-mezenchymalni tranzici (EMT) v rakoviné Zaludku, v rakoviné
plic miR-1275 inhibuje a naopak circMAN2B2 podporuje proliferaci a invazi bunék

a miR-1271 indukuje bunéény riist a migraci bunck rakoviny jater [26].
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1.4.3.2.  Proteiny FOXK reguluji biologické déje
Proteiny FOXK ovliviyji transkripci jinych proteinti a reguluji tak nékteré biologické
déje [26]. Aby mohl byt FOXKI1 transkripéné aktivni a mohl se vazat na cilové tseky
DNA, je nezbytna jeho ptitomnost v jadie buniky v nefosforylované formé. Fosforylace
zesiluje interakci FOXKI1 s proteinem 14-3-3, ¢imz dojde ke sniZeni afinity FOXKI1
k DNA. Fosforylovany FOXK1 je transkripné neaktivni aje translokovan do cyto-
plasmy. Fosforylace je regulovana kinasou GSK3 (z angl. glykogen synthase kinase 3)
a je cilena na seriny FOXK1 v poloze 402, 406, 427 a 431. Aktivita kinasy GSK3 je regu-
lovana signalizaci mTORCI. Pokud je GSK3 inhibovana mTORCI, nedochazi
k fosforylaci FOXKI1 aten si tak i nadale zachovava transkripcni aktivitu v jadie bunky
(viz Obr. 7) [34]. FOXKI1 ptechazi z cytoplasmy zpét do jadra pomoci inzulinového re-
ceptoru, ktery je také fizen mTOR signalizaci [35]. V jadie se FOXK1 stava opét tran-
skripéné aktivnim a reguluje nejen expresi gend pro enzymy bunééného metabolismu, ale

také Hilf-1a, ktery je dalezitym regulatorem metabolismu glukosy [34].

Cytoplasmatickd membrana

Cytoplasma

Inhibice ——

Aktivace ——»

A J
Jadro
14-3-3
FOXK1
-@,

\ " ey

Obrazek 7 Fosforylace FOXKI v jadie buriky Fosforylace probiha pomoci GSK3 regulovana
signalizaci mTORCI. Fosforylovany FOXKI ztraci afinitu k DNA a také transkripcni aktivitu.
Vaze se na protein 14-3-3 a nasledné je translokovan z jadra do cytoplasmy. Pokud mTORCI
inhibuje GSK3, nedochazi k fosforylaci FOXK1. Obrdzek prevzat a upraven podle [26].

FOXK1 béhem stavu hladovéni indukuje aerobni glykolyzu (proces, pii kterém se
glukosa v pfitomnosti kysliku pfeménuje na laktat) zvySenim exprese hexokinasy, fosfof-
ruktokinasy, pyruvatkinasy a laktatdehydrozenasy a soucasné snizenim exprese genu py-
ruvat dehydrogenasového komplexu, ktery je zodpovédny za oxidaci pyruvatu
v mitochondriich. Oxidace pyruvatu na acetylkoenzym A je tedy potlacena a pyruvat se
preménuje na laktat. FOXK1 mé pravdépodobné také diilezitou roli v glukoneogenezi bé-

hem hladovéni v pribéhu spanku, pfi kterém je hlavnim substratem pro organismus laktat
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z bilé tukové tkané a svalt [25]. Proteiny FOXK tak hraji diilezitou roli v lidském metabo-

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

1.4.3.3. ZvySena exprese proteind FOXK

v rakovinnych bunkach
Proteiny FOXK jsou dulezitymi regulatory mnoha fyziologickych a patologickych proce-
st, jelikoz reguluji expresi mnoha genti zapojenych do progrese bunécného cyklu (napf.
PRCI1, CDCAS, TYMS, TFDP1 a dalsi), bunécné proliferace, apoptézy nebo karcinoge-
neze. Deregulace exprese proteini FOXK pak vede k zahijeni a rozvoji riznych typi
rakoviny vcéetn€ rakoviny zaludku, tlustého stfeva, jicnu, vajecniki, plic, prsu nebo hepa-
tocelularniho karcinomu. Exprese FOXK proteinit je vyrazné zvySena v rakovinnych
bunkach ve srovndni se zdravou tkani. FOXKI1 vystupuje piedevSim jako onkogen
a usnadnuje zvySenou proliferaci a invazi bunék za vzniku metastaz, indukci EMT a také
inhibuje apoptézu bunék. Zvysend exprese FOXKI1 v rakovinnych bunkach je spojena
s rostouci velikosti nadort a se Spatnou prognézou pacientdl. Naopak u rakoviny prsu fun-
guje jako supresor, jelikoz potlacuje expresi genli vyvolavajici EMT, jako napf.
N-kadherinu nebo TWIST. FOXK2 castéji ptisobi jako supresor tumorogeneze, pouze
u kolorektalniho karcinomu a hepatocelularniho karcinomu vystupuje jako onkogen. Pro-
teiny FOXK maji tedy jak onkogenni tak supresorovy charakter (viz Obr. §). Odlisna
biologick4 funkce a variabilni exprese proteinii FOXK v riznych typech rakoviny vSak
neni dosud vice prozkoumana. Pfedchozi studie naznacuji, Ze by proteiny FOXK mohly

byt v budoucnu dilezitym terapeutickym cilem v nadorovych onemocnénich [26].

Inhibice ———y

) Aktivace ——»
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Obrazek 8 Regulace bunécnych procesii proteiny FOXK Proteiny FOXK reguluji mnoho fyzio-
logickych i patogennich procesii, ve kterych mohou mit bud’ supresorovy nebo onkogenni cha-
rakter. Obrazek prevzat a upraven podle [26].
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2. Cil prace
1. Rekombinantni exprese a purifikace DNA vazebné domény proteinu FOXKI.
2. Ovéreni schopnosti DNA vazebné domény proteinu FOXK1 vazat dvouvlakno-

vou DNA pomoci nativni elektroforézy a nativni hmotnostni spektrometrie.
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3. Pouzity material

3.1  Chemikalie
agar
akrylamid (99,5%)
bromfenolova modf (ACS kvalita)
coomassie Brilliant Blue R 250 (65%, ultrapure)
1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED) (99,5%, GC)
dodecylsiran sodny (SDS)
ethanol (HPLC kvalita, p. a. kvalita)
gelRed
glycerol
(4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin)ethansulfonova
kyselina (HEPES) (99,5%)
hydroxid sodny (p. a. kvalita)
chloramfenikol
chlorid sodny (p. a. kvalita)
imidazol (p. a. kvalita)
1sopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) (98%)
kanamycin
kyselina borita
kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
kyselina chlorovodikova (37%, ASC kvalita)
kyselina octova (99,7%, ACS kvalita)
methanol
N,N-methylen-bis-akrylamid (99%)
peroxodisiran amonny (ACS kvalita)

seeBlue™ Plus2 Pre-stainedProtein Standard

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

teinu)
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Oxford, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Lach-Ner, CR

Biotium, USA

Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA

Lach-Ner, CR

Jarsey Lab Supply, USA
Lach-Ner, CR

Fluka, Svycarsko

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko

VWR International, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA

EMD Millipore Corp, USA



tris(hydroxymethyl)aminomethan (99,8%)
voda (neionizovana, LC-MS kvalita)

yeast extrakt (extrakt z kvasnic)

3.2 Pristroje a laboratorni vybaveni

analytické vahy AL54-1C
automatické pipety
BioFrac Fraction Collector
centrifuga 5920R s vyménnymi rotory
centrifugacni koncentratory
centrifugacni kyvety

1 I kyvety, polypropylenové

50 ml, Sroubovaci uzavéer
centrifugacni zkumavky (15 ml, 50 ml)
fotodokumentaéni box
hmotnostni spektrometr solariX 15T
chladnic¢ka s mraznickou
chromatograficky systém NGC Quest 10
inkubator
kolona Bio-Scale Mini Nuvia (Ni-Charged)
kolona ENrich S 550 mm
kolona ENrich SEC 70 10300 mm
ledova¢ Powericer XL
magnetickd michacka C-MAG HS10 digital
membranoveé filtry (0,45 pm)
mikrostfikacka (250 ul, 500 ul, 1000 pl)
odsolovaci kolonka Micro Bio-spin® P-6

pH elektroda InLab Expert
pH metr Orion Star A111

predvazky HF 1200G

pipetovaci Spicky pro nanaSeni na gel (0,5-20 ul)

sonika¢ni sonda Ultrasonic Homogeniser 4710

souprava pro SDS-PAGE
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Bio-Rad, USA
Merck, Némecko
Oxoid, USA

Mettler Toledo, Svycarsko
Gilson, USA

Bio-Rad, USA
Eppendorf, Némecko
Millipore, USA
Beckamn Coulter, USA

Corning, USA

Bio-Rad, USA

Bruker Daltonics, USA
Samsung, Jizni Korea
Bio-Rad, USA

BMT, CR

Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA
Klarstein, Némecko

Ika, Némecko

Merck, Némecko
Hamilton, USA
Bio-Rad, USA

Mettler Toledo, Svycarsko
Thermo Scientific, USA
AND, USA

Eppendorf, Némecko
Cole-Pharmer, USA
Bio-Rad, USA



spektrofotometr DeNovix DS-11 FX + DeNovix, USA

stolni minicentrifuga minikin Eppendorf, Némecko
termostat s tfepackou Thermomixer komfort Eppendorf, Némecko
ultracentrifuga Avanti j-26 XP s vyménnymi rotory Beckman Coulter, USA
thlovy rotor JLA-9.1000 Beckman Coulter, USA
ultrazvukova lazent Bandelix Sonorex Maneko, CR

vykyvny rotor S-4x 1000 Eppendorf, Némecko
vortex Scientifica, Italie

zdroj napéti Power Pac Universal Bio-Rad, USA

zdroj napéti MP-250V Cleaver Scientific, UK

3.3 Pouzité bakterialni kmeny

E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL Stratagene, USA
Genotyp: F- ompT hsdS(rB- mB") dem” Tet" gal A(DE3)
endA Hte [argU proL Cam'] [argU ileY leuW Strep/Spec']

3.4 Vektory a oligonukleotidy

pET-28a(+)-DBD FOXK1 Gene Universal, USA
CRTC 2 14 (5 -TCTCGTAAACAAAC-3) Sigma-Aldrich, USA
CRTC2 16 (5 -AGTCTCGTAAACAAAC-3") Sigma-Aldrich, USA
INSR 13 (5'-GCCCGTAAACAAC-3") Sigma-Aldrich, USA
Si16 (5'-AAGTTGTAAACAATAC-3") Sigma-Aldrich, USA
SIFLC (5'-TTGGGTAAACAAG-3") Sigma-Aldrich, USA

3.5 Slozeni roztoku, pufrd a médii
Akrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%)

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

Barvici roztok pro SDS-PAGE gely

45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova, 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250

Dialyzacni pufr

41, 20 mmol/l HEPES, 50 mmol/lI NaCl, pH 8,0, filtrovano, odvzdusnéno
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Ekvilibraéni pufr pro afinitni chromatografii

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

odvzdusnéno

Ekvilibraéni pufr pro ionexovou chromatografii/ dialyza¢ni pufr

750 ml, 20 mmol/l HEPES, 50 mmol/l NaCl, pH 8,0, filtrovano, odvzdusnéno

Ekvilibraéni pufr pro reverzni afinitni chromatografii

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

odvzdu$néno

Eluéni pufr pro afinitni chromatografii

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

odvzdus$néno

Elu¢ni pufr pro ionexovou chromatografii

250 ml, 20 mmol/IHEPES, 1 mol/l NaCl, pH 8,0, filtrovano, odvzdusnéno

Elu¢ni pufr pro reverzni afinitni chromatografii

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

odvzdusnéno

LB médium

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

sterilizovano

LB médium s agarem

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

Lyzaé¢ni roztok

ekvlibra¢ni pufr pro afinitni chromatografii (10 ml/ 1 g bun€k), protedzové inhibitory

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
55% (v/v) H20, 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

PBS pufr
1,37 mol/l NaCl, 27 mmol/l KCI, 100 mmol/l Na,HPO4, 18 mmol/l KH2PO4
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Pufr ke skladovani proteinu

20 mmol/l HEPES, 150 mmol/l NaCl

TB médium

41, TB medium (47,6 g/1), 80% (v/v) glycerol

TBE pufr 10x koncentrovany
0,89 mol/l Tris, 0,89 mol/l kyselina borita, 0,02 mol/l EDTA, pH 8,3

Tris-Glycin SDS pufr

komer¢ni vyrobek firmy Bio-Rad, USA

Vzorkovy pufr pro nativni gelovou elektroforézu

10 mmol/l Tris, 0,03% (w/v) bromfenolova modt, 60% (v/v) glycerol,
60 mmol/l EDTA, pH 7,6

4. Metody

4.1 Transformace bunék plasmidem
Bunky BL-21 RIPL byly transformovany pomoci metody tepelného Soku plasmidem
pET-28a(+) obsahujici mezi restrikénimi misty pro Ncol a Sall sekvenci kddujici DNA
vazebnou doménu proteinu FOXK1 (z angl. DBD-DNA binding protein) s N-koncovou
histidinovou kotvou. Plasmid mimo jiné obsahuje 1 gen zajist'ujici rezistenci na antibio-
tikum kanamycin alac operon, ktery je indukovan pomoci IPTG (isopro-

pyl B-D-1-thiogalactopyranosid).

DNA vazebnd doména FOXKI1 predstavuje tsek 303.—400. aminokyseliny
v sekvenci proteinu FOXK1. Histidinova kotva byla vyuzita pfi purifikaci proteinu a od
DBD FOXKI byla odstépena pomoci TEV protedzy. Proteasa rozpoznava specificky
usek (ENLYFQG) a $tépi peptidovou vazbu mezi glutaminem a glycinem (viz Obr. 9,
str. 28).

Ke 40 pl bunééné suspenze bylo piidano 0,4 pl plasmidu. Smés byla inkubovéana
30 min na ledu, poté byla vlozena na 45 s do vodni 1azné o teploté 42 °C a nakonec vra-
cena na 2 min na led. Poté bylo ke smési bun€k pfidano za sterilnich podminek 360 pl

LB média ainkubovano po dobu 1 hod v termostatu s tfepackou pti teplote 37 °C
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a otackach 200 ot./min (hodnota otacek stejna pro vSechny kroky). Poté bylo odebrano
30 pl smési arozetieno na Petriho misku sagarem, kanamycinem (50 pg/ml)
a chloramfenikolem (25 pg/ml). Zbytek smési byl stocen na stolni centrifuze po dobu
2 min pii 5 000x g. Ve zkumavce bylo ponechdno 50 ul supernatantu a peleta byla
v tomto objemu resuspendovana. Vznikld suspenze byla nanesena na druhou Petriho
misku s agarem a antibiotiky. Ob¢ Petriho misky byly inkubovany po dobu 16 hod pfi
teploté 37 °C.

MGSSHHHHHHSSGENLYFQOGSESKPPFSYAQLIVQAISSAQDRQLTLSGIYAHITK
HYPYYRTADKGWOQNSIRHNLSLNRYFIKVPRSQEEPGKGSFWRIDPASEAKLVEQ
AFRKRRQR

Obrazek 9 Sekvence proteinu DBD FOXK]1 Sekvence obsahujici N-koncovou histidinovou kot-
vu (Cervené) a specifickou sekvenci, kterou rozeznavda TEV proteasa (modre). Specificka sek-
vence se nachdazi mezi glutamovou kyselinou a glycinem. TEV proteasa stépi za glutaminem
a glycin nechava soucasti proteinu.
4.2 Priprava bunécné kultury

Po inkubaci bylo pfipraveno 10 ml LB média s chloramfenikolem (25 pg/ml)
a kanamycinem (50 pg/ml), dale oznacovano jako LB médium s antibiotiky. Tato smés
byla rovnhomérné rozdélena do 4 zkumavek. Z Petriho misek byly vybrany 4 samostatné
kolonie. Pomoci sterilnich $picek byly jednotlivé kolonie vypichnuty a pfeneseny do
zkumavek. Zkumavky byly inkubovéany pii 37 °C v termostatu s tiepackou, dokud ne-
doslo k vytvoteni zékalu. Poté byl obsah zkumavek spojen dohromady, dale oznacova-
no jako bakterialni kultura. Toto LB médium s antibiotiky bylo rozdéleno po 10 ml do
5 sterilnich zkumavek a do kazdé bylo pfidano 100 pl bakteridlni kultury. Zkumavky

byly pfes noc inkubovany pfi teploté 37 °C v termostatu s tiepackou.

4.3 Exprese DNA vazebné domény FOXK1

Do Erlenmayerovych lahvi oobjemu 2 | se zahyby, obsahujicich TB médium
s chloramfenikolem (25 pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml), bylo pfidano 10 ml bakteri-
alni kultury. Lahve byly inkubovany pfi teploté 37 °C v termostatu s ttepackou. Postup-
né byla v ¢asovych intervalech métena optickd denzita pfi 600 nm, déle oznacovano
jako ODeoo. Pi1 hodnoté ODsoo 0,9 byla teplota inkubatoru sniZzena na 30 °C a pti hodno-
t€ ODsoo 1 na teplotu 18 °C. Po vychlazeni kultury na 18 °C bylo pfidano IPTG do vy-

sledné koncentrace 0,45 mmol/l. Poté byly bakterialni kultury inkubovany pfes noc pfi
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18 °C v termostatu s tfepackou. Nasledné byla opét méfena ODeoo, dokud nebyla za-
znamenana stagnace rustu bunék. Poté byly kultury centrifugovany na centrifuze Avanti
v rotoru typu JLA - 9.1000 pfi teploté 4 °C a 5 000x g po dobu 10 min. Vzniklé pelety
byly resuspendovany ve 25 ml roztoku PBS. Suspenze byly sto¢eny na stolni centrifuze

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

4.4 Purifikace DNA vazebné domény FOXK1

Buiiky byly resuspendovany v lyzacnim roztoku a nasledné sonikovany na ledové lazni
po dobu 5 min pfi hodnoté amplitudy 45. Poté byla suspenze stocena po dobu 30 min

pfi 4 °C a 20 000x g.
4.4.1  PurifikaCni kroky

4.4.1.1.  Afinitni chromatografie
Pro afinitni chromatografii byla pouZzita kolona s imobilizovanymi nikelnatymi ionty
Bio-Scale Mini Nuvia (Bio-Rad) a bylo vyuzito jejich afinity k histidinim na N-konci
proteinu. Kolona byla nejprve ekvilibrovana 50 ml ekvilibra¢niho pufru pro afinitni
chromatografii pfi pritoku 1 ml/min. Bunéény lyzat byl nanesen na kolonu pomoci ex-
terni pumpy pii prutoku 1 ml/min. Eluce byla provddéna linedrnim gradientem imidazo-
lu v roztoku (20 mmol/l az 500 mmol/l ve 100 ml) pii pratoku 1 ml/min. V priabéhu
eluce byly jimany frakce o objemu 2 ml. Podle hodnot absorbance pii 280 nm byly vy-

brany frakce pro dal$i zpracovani.

4.41.2. Stépeni pomoci TEV proteazy
Ke spojenym frakcim po afinitni chromatografii byla pfidana TEV proteasa
v hmotnostnim poméru 1 : 100 (TEV proteasa : protein) a smés byla ptes noc dialyzo-
vana proti dialyzacnimu pufru. Nasledné byla smés centrifugovana pii 4 °C a 10 000x g
po dobu 10 min. V pfipadé neuplného odStépeni histidinoveé kotvy byla ke smési ptida-

na dal§i TEV proteasa v hmotnostnim poméru 1 : 50 (TEV proteasa : protein).

44.1.3. lontové vyménna chromatografie
Pti iontové vyménné chromatografii bylo vyuzito kladného néboje proteinu pii pH 7,5
(pI proteinu je 10,0) a zaporné nabitych thiolovych skupin imobilizovanych na koloné
ENrich S 5x50 mm (Bio-Rad). Kolona byla ekvilibrovana 10 ml ekvilibra¢niho pufru

pro iontové vymeénnou chromatografii pti pratoku 1 ml/min. Eluce byla provedena line-
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arnim gradientem chloridu sodného v roztoku (100 mmol/l az 1 mol/l) ve 20 ml pfi pri-
toku 1 ml/min. V pribéhu eluce byly jimany frakce o objemu 0,5 ml. Podle hodnot ab-

sorbance pfi 280 nm byly vybrany frakce pro dalsi zpracovani.

4.4.1.4. Reverzni afinitni chromatografie
Pti reverzni afinitni chromatografii doslo k odstranéni TEV protedzy. Proteasa obsahuje
N-koncovou histidinovou kotvou, diky které se mtize vazat na imobilizované nikelnaté
ionty na kolon¢ Bio-Scale Mini Nuvia (Bio-Rad). Kolona byla nejprve ekvilibrovana
50 ml ekvilibra¢niho pufru pro reverzni afinitni chromatografii pii prutoku 1 ml/min.
Vzorek byl na kolonu nanesen externi pumpou pfi pratoku 1 ml/min. DNA vazebna
doména FOXK1 v tomto kroku jiz N-koncovou histidinovou kotvu neobsahuje, a proto
nedoslo k jeho zachyceni na kolonu. TEV proteasa byla eluovdna 500 mmol/l imidazo-

lem za prutoku 1 ml/min.

44.15. Gelova permeacni chromatografie
Pro zvyseni Cistoty proteinu byla na zavér vyuzita gelovd permeacni chromatografie.
Nejprve byl protein koncentrovan na koncentraci 10 mg/ml. Pro chromatografii byla
vyuzita kolona ENrich SEC 70 10x300 mm (Bio-Rad), ktera byla ekvilibrovana 50 ml
ekvilibraéniho pufru pro gelovou permeacni chromatografii pfi pratoku 0,5 ml/min.
V jednom chromatografickém kroku bylo aplikovano pomoci mikrostiikacky 0,5 ml
koncentrovaného proteinu. V pribéhu eluce byly jimany frakce o objemu 0,5 ml. Podle
hodnot absorbance pti 280 nm byly vybrany frakce pro dalsi zpracovani. BEhem tohoto
kroku dale doslo k odstranéni imidazolu a pfevedeni proteinu do pufru uréeného k jeho

skladovani.

4.4.2  Analyza purifikacnich kroku

4.4.21. Diskontinualni elektroforéza v pfitomnosti

dodecylsiranu sodného
Po kazdém chromatografickém kroku, byla provedena diskontinudlni elektroforéza
v ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE), aby byla analyzovana cistota vy-
branych frakci. Frakce byly natedéné tak, aby vysledna koncentrace proteinu odpovida-
la maximalné 10 g/l. K vzorkiim byly ptidany 2 pl bromfenolové modfe. Pied nanese-
nim na gel byly vzorky zahtaty v termostatu na teplotu 95 °C po dobu 5 min a poté cen-

trifugovany 15 s pfi 12 000x g. Diskontinualni elektroforéza byla provedena pii kon-
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stantnim proudu 45 mA v Tris-Glycin SDS pufru. Gely byly obarveny pomoci barviciho
roztoku pro SDS-PAGE anasledné odbarveny odbarvovacim roztokem pro
SDS-PAGE. Podle ¢istoty byly vybrany frakce, které byly nasledné spojeny dohromady
a vyuzity pro dalsi purifika¢ni kroky.

4.4.2.2. Stanoveni koncentrace proteinu
Béhem purifikace byla pribézné sledovana koncentrace proteinu. Stanoveni bylo pro-
vedeno spektrofotometricky na zaklad¢ absorbance a molarniho absorpcniho koeficien-

tu pfi vlnové délce 280 nm.

44.2.3. MALDI-TOF MS
Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (z angl. MALDI-matrix assisted lazer
desorption/ionization, v kombinaci s analyzatorem TOF z angl.time-of-flight) bylo ové-
feno odstépeni histidinové kotvy proteinu pomoci TEV proteazy. Pfed méfenim byl
vzorek preveden do smési vhodné k méteni (1% v/v kyselina octova, 50% v/v methanol
aroztok 1% v/v roztok kyseliny octové s 80% v/v acetonitrilem) a nanesen na kovovou
desticku spolecné s matrici. Matrice byla pfipravena z derivatu kyseliny skoficové
(3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-enovd  kyselina) o koncentraci 10 g/l,
70% v/v acetonitrilu a 0,1% v/v kyseliny trifluoroctové. Jako kontrola byl vyuzit vzo-

rek, ktery neobsahoval TEV protedzu. Méfeni bylo provedeno za pomoci Ing. Alese

Hnizdy, Ph.D.

4.5 Analyza vazby DNA vazebné domény FOXK1

s dvouvlaknovou DNA
4.5.1 Analyza pomoci nativni elektroforézy

451.1. Pouzité oligonukleotidy
Pro analyzu vazby proteinu s dvouvlaknovou DNA bylo vybrano né€kolik oligonukle-
otidii, které obsahovaly sekvenc¢ni motiv pro DNA vazebnou doménu proteinu
FOXK1 (GTAAACAA). Ostatni ¢lenové z FOX rodiny obsahuji stejny nebo podob-
ny sekven¢ni motiv jako DBD FOXKI, aproto mohl byt vyuzit oligonukleotid
SIFLC, ktery je dlouhodobé studovan v na$i laboratoii s proteinem DBD FOXOA4.
DNA vazebna doména FOXO4 byla vyuzita jako pozitivni kontrola. Oligonukleotidy
CRTC 2_14, CRTC 2 _16 aINSR 13 byly vybrany z databaze JASPAR [36], ktera
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obsahuje data zexperimentdl ChIP-seq (z angl. chromatin immunoprecipitation
sequence). Oligonukleotid S16 byl vybran z publikace [30], kterd popisuje krystalo-
vou strukturu DBD FOXK2 (viz Tab. 4).

Tabulka 4 Seznam pouzitych oligonukleotidii a jejich sekvence.

oligonukleotid Sekvence oblast genu

S1FLC 5"-TTGGGTAAACAAG-3’ promotorova oblast genu NOXA

CRCT 2 14 5'-TCTCGTAAACAAAC-3’
promotorova oblast genu CRTC

CRTC2 16 5"-AGTCTCGTAAACAAAC-3’

INSR 13 5-GCCCGTAAACAAC-3’ enhancerova oblast genu INSR

S16 5'-AAGTTGTAAACAATAC-3" | promotorova oblast genu IL-2

4.5.1.2.  Pr¥iprava vzorka pro nativni elektroforézu

a nasledna analyza

Oligonukleotidy byly pifed ptfipravou vzorkii zahtaty v termostatu na teplotu 95 °C
po dobu 5 min a nechany zchladnout na teplotu 25 °C. Pro analyzu byl nejprve vyu-
zit oligonukleotid S1FLC. Byly pfipraveny vzorky o riznych koncentracich oligo-
nukleotidu (5 pmol/l, 10 pmol/l a 20 umol/l) a konstantni koncentraci proteinu
(10 pmol/l). Vazba S1FLC s DBD FOXO4 byla vyuZita jako pozitivni kontrola
k analyze vazby SIFLC s DBD FOXKI1. Oligonukleotidy CRTC 2 14, CRTC 2 16,
INSR 13 a S16 byly vyuzity pouze pro analyzu vazby s DBD FOXK1. Vzorky pro
analyzu byly pfipraveny s konstantni koncentraci oligonukleotidd (10 umol/l)

a rozdilnou koncentraci DBD FOXK1 (5 pmol/l, 10 umol/l a 20 pmol/I).

Ke vzorkiim byly ptfed nanesenim na gel ptidany 3 pl vzorkového pufru pro
nativni elektroforézu. Elektroforéza byla provadéna v TBE pufru na ledoveé lazni pfi
konstantnim napéti 100 V. Gel byl nésledné obarven pomoci fluorescen¢niho barvi-
va Red Gel. Vizualizace byla provadéna pomoci UV zéfeni pfi 312 nm ve fotodo-

kumenta¢nim boxu (Bio-Rad).
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4.5.2  Analyza pomoci nativni hmotnostni spektrometrie
Pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci nanosprejem, byla déale ovéfena schopnost
DBD FOXKI1 tvofit komplex s SIFLC. K analyze byly pfipraveny tii formy proteinu:
denaturovana, nativni a v komplexu s SIFLC. Pro nativni formu proteinu byl vzorek
pieveden do roztoku 150 mmol/l octanu amonného pomoci kolonky Micro Bio-spin P-6

(Bio-Rad). Roztok proteinu byl poté zfedén octanem amonnym na koncentraci proteinu

20 pmol/l.

Byl piipraven druhy vzorek proteinu v nativni formé, ktery byl vyuzit s vytvoreni
komplexu proteinu s oligonukleotidem. Oligonukleotid musel byt nejprve také preveden
do roztoku octanu amonného a pomoci absorbance pii 260 nm byla zjiSténa jeho koncen-
trace, kterd byla nasledné upravena na 20 umol/l. Pro analyzu byl roztok oligonukleotidu

smichan s nativnim proteinem v poméru 1 : 1 v celkovém objemu 10 pl.

Denaturovana forma proteinu byla pfipravena pievedenim vzorku do
95% v/v acetonitrilu s 0,1% v/v kyseliny mravenci. Vzorek se dale tfedil v poméru
1 : 10 (sprejovaci roztok : protein) se sprejovacim roztokem (50% v/v methanol
s 0,1% v/v kyselinou mravenci). Nastaveni, kalibrace a samotné méteni bylo dale pro-

vedeno Mgr. Janem Fialou.

5. Vysledky

5.1 Afinitni chromatografie
Prvnim purifikaénim krokem byla afinitni chromatografie, kterd vyuziva vazby
histidinovych zbytkii na N-konci proteinu k imobilizovanym nikelnatym iontim pfi-
tomnych na kolon&. Béhem eluce byl pozorovan jeden pik, jehoZ maximum ptekro-
¢ilo kapacitu detektoru (viz Obr. 10, str. 34). Frakce byly jimany b&hem linedrniho
gradientu imidazolu (20 mmol/l az 500 mmol/l). Podle hodnot absorbance pfi
280 nm byly vybrany frakce 8-25 a jejich Cistota byla analyzovdna pomoci SDS-
PAGE (viz Obr. 11, str. 34). Ve frakcich 8-12 jsou viditelné necistoty o vysSich
molekulovych hmotnostech, které pravdépodobné predstavuji nespecificky navazané
proteiny z bakteridlniho lyzatu. Tyto frakce byly vytazeny. Frakce 13-25 vykazova-

ly dostacujici €istotu, a proto byly vybrany k dal§im purifikaénim krokiim. V tomto
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kroku byl odhadovan vysledek ptiblizné 70 mg proteinu (Azso = 3,99; €280 = 1,55 g/l;
V = 30 ml) dle vzorce:

m =220y (1)

€280

Zastoupeni eluéniho pufru (%),

——— Absorb fi 280 AU
sorbance pri nm (MAU) linearni gradient imidazolu

123 45 67 8 910 11121314 151617 1819 202122 2324 252627 28 2930 3132 3334 35
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Eluéni objem (ml)
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Absorbance (280 nm) (mAU)

Obrazek 10 Zaznam 7 afinitni chromatografie Modra kiivka-absorbance pri vinové délce
280 nm (mAU), cernd kiivka-procentudlni zastoupeni elucniho pufiu pro afinitni chromatografii
(0-85%), c¢isla v horni casti grafu-jimané frakce

kDa M 8 9 10

M 12 13 14 15 16

Obrazek 11 Zaznam 7 SDS-PAGE frakci 7 afinitni chromatografie M-proteinovy standard,

8-25 jsou jimané frakce
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5.2 St&peni N-koncové histidinové kotvy

K 70 mg proteinu, ktery byl ziskén afinitni chromatografii, byla pfidana TEV proteasa, je-
jimz ptisobenim byla odstépena N-koncova histidinova kotva od DBD FOXKI. Pro odsté-
peni histidinové kotvy byla nejprve ptfiddna TEV proteasa v hmotnostnim poméru 1 : 50
(TEV proteasa : protein) a smés byla dialyzovéana pies noc pii 4 °C do dialyza¢niho pufru.
Ukinnost $tépeni byla ovéfena méfenim molekulové hmotnosti pomoci hmotnostni spek-
trometrie MALDI-TOF. Vzorek bez TEV proteasy byl pouzit jako kontrola. V tomto vzor-
ku byl pozorovan protein o hmotnosti 13,9 kDa, kterd odpovidd molekulové hmotnosti
DBD FOXKI1 s neodstépenou N-koncovou histidinovou kotvou (viz Obr. 12). Ve vzorku
Stépeného proteinu se nachazely dvé formy (viz Obr. 13, str. 36). Hodnota 11,7 kDa odpo-
vidd molekulové hmotnosti DBD FOXK1 bez N-koncové histidinové kotvy a hodnota
13,9 kDa, ktera odpovidd molekulové hmotnosti DBD FOXKI s neodstépenou
N-koncovou histidinovou kotvou. Kvili pfitomnosti nestépené formy proteinu byla pridana
dalsi TEV proteaza, tentokrat v hmotnostnim poméru 1 : 100 a smés byla ponechéna pies
noc pii 4 °C. V tomto vzorku se jiz nachédzela vétSina $t€pené formy proteinu. NeStépena
forma ptedstavovala zastoupeni méné nez 1% (viz Obr. 14, str. 36). Stépeni jiz bylo pova-
zovano za dostate¢né a mohlo se prejit k dalSimu purifikaénimu kroku. Pribéh stépeni TEV
proteasou je shrnut na Obrazku 15 na strané 37. Po tomto kroku byl odhadovén vysledek
priblizné 10 mg (A2s0 = 0,83; €280 = 1,7 g/I; V = 25 ml), viz vzorec (1) str. 34.
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Obrazek 12 Spektrum 7 hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF pro nestépenou formu DBD
FOXK1 Spektrum zobrazuje jedenkrat nabitou formu proteinu o hmotnosti 13,9 kDa, ktera od-
povida DBD FOXK1 s neodstépenou N-koncovou histidinovou kotvou, a dvakrat nabitou formu
proteinu o hmotnosti 6,9 kDa.
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Obrazek 13 Spektrum 7z hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF po prvnim §tépeni TEV pro-
teasou Spektrum zobrazuje jedenkrat nabitou formu proteinu o hmotnosti 11,7 kDa, ktera odpo-
vida DBD FOXK]I s odstépenou N-koncovou histidinovou kotvou, jedenkrat nabitou formu pro-
teinu o hmotnosti 13,9 kDa, ktera odpovida DBD FOXKI s neodstépenou N-koncovou histidi-
novou kotvou a dvakrat nabité formy proteinu o hmotnosti 5,8 a 6,9 kDa.
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Obrazek 14 Spektrum 7 hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF pro $tépenou formu DBD
FOXK1 Spektrum zobrazuje jedenkrdt nabitou formu proteinu o hmotnosti 11,7 kDa, ktera od-
povida DBD FOXKI s odstépenou N-koncovou histidinovou kotvou, a dvakrat nabitou formu
proteinu o hmotnosti 5,8 kDa.
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Obrazek 15 Porovndni hmotnostnich spekter: pro nestepenou formu DBD FOXKI obsahujict
N-koncovou histidinovou kotvu a stépenou formu DBD FOXKI bez N-koncové histidinové kotvy
pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

5.3 lontové vyménna chromatografie

Po uspésném stépeni pomoci TEV proteasy byla provedena iontové vymeénna chro-
matografie, kterd vyuziva kladného naboje proteinu (plI 10,0) pti pH 7,5. Béhem elu-
ce byl pozorovan jeden intenzivni pik, jehoZ maximum piesahlo kapacitu detektoru,
a nasledovaly dva mensi piky (viz Obr. 16, str. 38). Frakce byly jimany béhem eluce
pomoci linearniho gradientu chloridu sodné¢ho (100 mmol/l az 1 mol/l). Byly vybra-
ny frakce 6-21 na zaklad€ hodnot absorbance pii 280 nm a jejich Cistota byla analy-
zovana pomoci SDS-PAGE (viz Obr. 17, str 38). Frakce 6—8 a 14-21 obsahovaly
necistoty a byly vyfazeny pro dal$i purifikaéni kroky. K dal§im krokiim byly vybra-
ny frakce 9-13.
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Obrazek 16 Zaznam z iontové vyménné chromatografie Modra krivka-absorbance pri vinové
delce 280 nm (mAU), Cerna kiivka-procentudlni zastoupeni elucniho pufru pro iontové vymeén-
nou chromatografii (0-72 %), cervena krivka-konduktivita, cisla v horni casti grafu-jimané
frakce

Obrazek 17 Zaznam 7 SDS-PAGE frakci z iontové vyménné chromatografie M-proteinovy
standard, A-nestépena kontrola DBD FOXKI, B-Stépena kontrola DBD FOXKI, 6-21 jimané
frakce

5.4 Reverzni afinitni chromatografie

Reverzni afinitni chromatografie je vhodna metoda k odstranéni TEV proteasy, pro-
toze na svém N-konci obsahuje histidinovou kotvu, kterou DBD FOXK1 v tomto
kroku ma jiz odstépenou. Protein DBD FOXK1 v tomto kroku kolonou protekl bez
navazani. Zaznam z SDS-PAGE (viz Obr. 18, str. 39) ukazuje Cistotu proteinu. Pfi-
tomnost TEV proteasy ve vzorku pied reverzni afinitni chromatografii neni patrna

kvili jeji malé koncentraci.
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Absorbance (280 nm) (mAU)

Obrazek 18 Zaznam 7 SDS-PAGE frakci 7 reverzni afinitni chromatografie M-proteinovy
standard, 1-vzorek pred reverzni afinitni chromatografii, 2-vzorek po reverzni afinitni chroma-

tografii

5.5 Gelova permeacni chromatografie
Poslednim purifikaénim krokem byla gelovd permeacni chromatografie, jejimz cilem
bylo ziskat nativni protein DBD FOXKI1 bez agregatii. BEhem eluce byl pozorovan pik
v rozmezi eluéniho objemu 12—-14 ml (viz Obr. 19). Ptitomnost jediného piku dokazuje

vysokou Cistotu a konformacni homogenitu proteinu.
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Obrazek 19 Zaznam z gelové permeacni chromatografie Modra kiivka-absorbance pri vinové

delce 280 nm (mAU), cisla v horni casti grafu-jimané frakce

Purifikaci a naslednym uskladnénim bylo nakonec ziskano 6 mg proteinu (Azso= 14,76,
es0= 1,7 g/l, V= 0,7 ml) viz vzorec (1) str. 34, z poCatecniho mnozstvi 3,5 g bunék

z 1 1 bakterialni kultury.

39



5.6 Analyza vazby DNA vazebné domény FOXK1

s dvouvlaknovou DNA

5.6.1  Analyza pomoci nativni elektroforézy

Cilem analyzy bylo ovéfeni schopnosti DBD FOXK1 vazat dvouvldknovou DNA. Pro
analyzu byl nejprve pouzit oligonukleotid S1FLC, ktery obsahuje specifickou sekvenci
(GTAAACAA) pro vazbu DBD z rodiny FOX. Vznik komplexu byl pozorovan na zékla-
dé¢ zmény mobility oligonukleotidu pfi nativni elektroforéze (viz Obr. 20 A, str. 41). Vaz-
ba tohoto oligonukleotidu byla unés v laboratofi jiz analyzovana s proteinem DBD
FOXO4, a proto byl vyuzit jako pozitivni kontrola. Déle byla analyzovana vazba DBD
FOXKI1 s oligonukleotidy CRTC 2 14, CRTC 2 16, INSR 13 aS16 (viz Obr. 20 B,
str. 41).

Nejprve byla analyzovana vazba DBD FOXK1 aDBD FOXO0O4
s oligonukleotidem SI1FLC. Pfi tomto pokusu byla konstantni koncentrace DBD FOXK1
a DBD FOXO4 10 umol/l a ménila se koncentrace SIFLC (5, 10 a 20 umol/l). Pfi kon-
centraci oligonukleotidu 20 umol/l vznikla pouze navézané forma SIFLC s DBD FOXK1
i DBD FOXO4. Pro koncentrace SIFLC 5 a 10 umol/l byla pozorovana i nenavazana
forma S1FLC (viz Obr. 20 A, str. 41). Pfi porovnani vzorki DBD FOXO4 a DBD
FOXKI1 s SIFLC o koncentraci oligonukleotidu 10 pmol/l vznikd volna forma S1FLC
u DBD FOXO04, zatimco u DBD FOXKI1 se tato forma nevyskytuje. Tento rozdil nazna-
cyje, ze DBD FOXKI1 vaze SIFLC silnéji nez DBD FOXO04. Timto pokusem bylo doka-
zano, Ze purifikovany DBD FOXK1 vaze dvouvldknovou DNA obsahujici vazebny mo-

tiv.

Vazba DBD FOXKI1 s DNA byla dale studovéana s oligonukleotidy CRTC 2 14,
CRTC 2 16, INSR 13 a S16. V tomto pokusu byla konstantni koncentrace oligonukleo-
tidi 10 pmol/l a ménila se koncentrace DBD FOXK1 (5, 10 a 20 umol/l). Pro vSechny
testované oligonukleotidy byl pozorovan vznik komplexu stejné jako u SIFLC. Pii kon-
centraci DBD FOXK1 20 pmol/l dominovala u vSech navdzana forma oligonukleotidu
s proteinem. Pfi koncentracich DBD FOXK1 5 a 10 umol/l se u vSech experimentii vy-
skytovala 1 volna forma oligonukleotidu, ale o rozdilné intenzité. Nejvyssi intenzita volné
2 14 aINSR _13. Nejnizsi intenzitu volného oligonukleotidu vSak vykazuje CRTC 2 14
o koncentraci 5 umol/l (viz Obr. 20 B, str. 40).
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A DBD FOXO4-SI1FLC DBD FOXK1-S1FLC

ProteinsDNA

Volny oligonukleotid

Jednovlaknova DNA

ProteinsDNA

Volny oligonukleotid

Jednovldknova DNA

DBD FOXKI1-CRTC 2 14 DBD FOXKI1-INSR_13

ProteinDNA

Volny oligonukleotid

Jednovlaknova DNA

Obrazek 20 Zaznam z nativni elektroforézy pro analyzu vazby oligonukleotidit s DBD FOXK1
A: I-SIFLC (10 umol/l), 2-S1FLC (20 umol/l), protein (10 umol/l), 3-SIFLC (10 umol/l), pro-
tein (10 umol/l) 4-SIFLC s umol/l), protein (10 umol/l)
B: 1-DBD FOXK]1 (10 umol/l), 2-DBD FOXKI1 (5 umol/l), oligonukleotid (10 umol/l), 3-DBD
FOXK1 (10 umol/l), oligonukleotid (10 umol/l) 4-DBD FOXKI1 (20 umol/l), oligonukleotid
(10 umol/l).
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U CRTC 2 14, CRTC 2 16, INSR 13 a S16 byla pozorovéna i dal§i forma
komplexu DBD FOXKI1 s DNA o niz$i mobilité. Tato forma by mohla ptedstavovat
vazbu vice molekul DBD FOXK1 s DNA kviili nespecifické vazb¢ proteinu na oli-
gonukleotid mimo vazebny motiv, vznik nefunk¢nich agregatli nebo vznik specific-
kého vysSiho oligomerniho stavu komplexu DBD FOXKI1 s DNA. Purifikovany
DBD FOXKI tedy vaze vSechny vybrané oligonukleotidy a z porovnani vysledkl
z nativni elektroforézy lze usuzovat, ze nejstabilnéjsi komplex tvoii DBD FOXKI1

s INSR_13.

5.6.2 Analyza pomoci nativhi hmotnostni spektrometrie
Jako dal$i metoda ke studiu vazby DBD FOXK1 na dvouvldknovou DNA byla vyuzi-
ta hmotnostni spektrometrie pomoci ionizace nanoelektrosprejem. Nejprve byla ana-
lyzovana denaturovand forma proteinu, pro kterou byly pozorovany nébojové stavy
v rozmezi 17+ az 10+ (viz Obr. 21, str. 43). Vysoké hodnoty nabojovych stavil jsou
zpusobeny rozbalenim denaturovaného proteinu a odhalenim jeho postrannich fetéz-
cl, na kterych mize dochazet k protonaci. Pfi analyze nativni formy proteinu byly
pozorovany tii nabojové stavy 8+, 7+ a 6+ (viz Obr. 22, str. 43). Niz8i hodnoty nébo-
jovych stavll v porovnani s denaturovanou formou proteinu jsou zpisobeny sbalenim
proteinu, diky ¢emuz nemuze dochazet k vicenasobné protonaci postrannich fetézct
aminokyselin. Pro ndbojovy stav 7+ byly zaznamendny dva piky. Majoritni pik pfes-
né odpovida teoretické molekulové hmotnosti podle sekvence proteinu. Minoritni pik
ma presné o 237,09 Da vyssi molekulovou hmotnost. Tento hmotnostni rozdil odpo-
vidd molekulové hmotnosti HEPES [(4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin)
ethansulfonovéa kyselina)], ktery byl vyuzit pro purifikaci a skladovani proteinu
a béhem purifikace doslo k jeho navazani na nativni protein. Pfi analyze vzorku ob-
sahujici protein 1 oligonukleotid, byl pozorovan vznik komplexu o tfech nabojovych

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

Pti porovnani spekter vSech tii forem proteinu (viz Obr. 24, str. 44) je viditel-
ny posun v hodnotdich m/z mezi jednotlivymi formami. Posun k niZ§im hodnotam
mezi nativni a denaturovanou formou proteinu je zpisoben vy$§imi hodnotami ndbo-
jovych stavil u denaturované formy proteinu. Nativni hmotnostni spektrometrie také
dokazala schopnost DBD FOXK1 vazat dvouvldknovou DNA obsahujici specificky

motiv.
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Obrazek 21 Hmotnostni spektrum pro denaturovanou formu DBD FOXKI: pomoci nativni
ionizace nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nabojové stavy denaturovaného
DBD FOXKI.
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Obrazek 22 Hmotnostni spektrum pro nativni formu DBD FOXKI: pomoci nativni ionizace
nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nabojové stavy nativniho DBD FOXK]I.
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Obrazek 23 Hmotnostni spektrum pro komplex DBD FOXK1 s S1FLC: pomoci nativni ioni-
zace nanoelektrosprejem. Spektrum zobrazuje jednotlivé nabojové stavy jak vzniklého komplexu,
tak volného nativniho proteinu.
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Obrazek 24 Porovndni hmotnostnich spekter: pro denaturovanou formu DBD FOXKI, nativni
formu DBD FOXKI a vznikly komplexu DBD FOXKI s SIFLC pomoci nativni ionizace nano-
elektrosprejem.
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6. Diskuze

Cilem této bakalatské prace bylo ziskat nativni DBD FOXKI1, ktery byl dale vyuzit ke
studiu vazby s oligonukleotidy obsahujici sekvenéni motiv pro vazbu s timto proteinem.
Pro expresi byl vybran kmen RIPL bun¢k BL-21, ktery byl transformovan plasmidem
pET-28a (+) se sekvenci kodujici DBD FOXKI1 s optimalizovanym slozenim kodonu

pro expresi v E. coli.

G Afinitni chromatografD
2. Dialyza + Stépeni TEV
proteasou
3. lontové vyménna
chromatografie
4. Reverzni afinitni
chromatografie
5. Gelova permeacni
chromatografie

6 mg Cistého
DBD FOXK1

Obrazek 25 Grafické zobrazeni pritbehu purifikace v péti krocich.

Uspésnost exprese DBD FOXK byla ovéfena béhem prvniho purifikaéniho kro-
ku (viz Obr. 25) aodhadovany vytézek byl pfiblizn¢ 70 mg proteinu obsahujiciho
N-koncovou histidinovou kotvu. V prubéhu purifikace nastaly komplikace vedouci
k dil¢im ztratdm, které ale neovlivnily vyslednou kvalitu proteinu aten byl ziskan
v dostate¢ném mnoZstvi pro nasledujici analyzy. B&hem dialyzy doslo k precipitaci pro-
teinu, ktera zpisobila ubytek proteinu odhadem ze 70 mg na 10 mg. Protein byl prevadén
do pufru vhodného pro iontové vyménnou chromatografii za soubézného Stépeni
N-koncové histidinové kotvy. JelikoZ protein piechéazel do prostiedi o pfiblizné 10x nizsi
iontové sile, mohlo by se pro pfisti preparace uvazovat o zvySeni iontové sily dialyzacni-
ho pufru, coz by mohlo snizit miru nezddouci precipitace. Pro nésledujici preparace by
bylo také vhodné zvazit urychleni Stépeni TEV proteasou, kterd probihala ve dvou dnech,
jelikoz byl prvni ptidavek proteasy nedostacujici a ve Stépeni se muselo nasledujici den

pokracovat po dal$im piidavku proteasy. V této purifikaci bylo Stépeni provadéno pres
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noc pii 4 °C. Stpeni by se dalo urychlit zvyenim teploty, coz by mohlo ale vést je§ts
k vétsimu rozsahu precipitace béhem dialyzy a nezddouci degradaci proteinu. Na zavér
purifikace byla provedena gelova permeacni chromatografie, pii které byla ovétena vyso-
ka cistota a konformacni homogenita proteinu. Vysoka Cistota proteinu byla ovSem pozo-
rovana uz po reverzni afinitni chromatografii, a proto by se gelova permeac¢ni chromato-
grafie mohla pro budouci preparace vynechat. Jelikoz gelova permeacni chromatografie
slouzi nejen k odstranéni piipadnych agregatt, ale také k prevedeni proteinu do pufru
vhodného ke skladovani proteinu, budouci preparaci bude nutné zakoncit dialyzou. Puri-
fikaci bylo nakonec ziskano 6 mg velmi Cist¢ a homogenni DBD FOXK1 (viz Obr. 19,
str. 39; Obr. 20, str. 40 a Obr. 21, str. 43), ktera byla vyuzita k naslednému studiu vazby

proteinu na dvouvldknovou DNA obsahujici specificky motiv.

N-konec C-konec

N-konec
C-konec

s H4

DBD FOX0O4 DBD FOXK1 DBD FOXK2

Obrazek 26 Porovnani struktur DBD FOXO04 (3L2C, ziskano pomoci rentgenové krystalogra-
fie)y DBD FOXKI1 (2D2W, ziskano pomoci NMR) a DBD FOXK2 (2C6Y, ziskano pomoci rent-
genové krystalografie). Cervenou barvou jsou u DBD FOXKI a DBD FOXK2 zobrazeny
a-helixy H4 na C-konci domén. DBD FOXO4 a-helix H4 neobsahuje.

Pomoci nativni elektroforézy bylo zjiSténo, Ze vSechny vybrané oligonukleotidy
obsahujici specificky motiv (5°-GTAAACA-3¢ paralelni vlakno, 5‘-TGTTTAC-3¢ anti-
paralelni vldkno) [14] se uspeésne vazou s DBD FOXK1. Vazba DBD FOXK1 s SIFLC
byla pozorovana nejen pomoci nativni elektroforézy, ale také pomoci nativni hmotnost-
ni spektrometrie, ¢imZ bylo potvrzeno, ze DBD FOXK1 vaze dvouvldknovou DNA
obsahujici specificky motiv. Pii porovnani vazby S1FLC s DBD FOXKI1 a DBD
FOXO4 bylo pozorovéno, ze se k SIFLC vaze pravdépodobné siln¢ji DBD FOXKI.
Z dostupnych trojrozmérnych struktur lidské DBD FOXO4 (3L2C, ziskdno pomoci
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rentgenové krystalografie) a mySi DBD FOXK1 (2D2W, ziskdno pomoci NMR) jsou
viditelné rozdily (viz Obr. 26, str. 46), i kdyZ oba proteiny patii do rodiny FOX a jsou si
tak velmi podobné. Ob¢ domény obsahuji tii a-helixy (H1, H2, H3), pficemz a-helix H3
zajistuje interakci s velkym zlabkem dvouvldknové DNA, ktery obsahuje specificky
vazebny motiv. DNA vazebna doména FOXK1 na rozdil od DBD FOXO4 obsahuje ve
své struktufe ¢tvrty a-helix H4 (Lys®*~Phe®?), ktery se nachazi na C-konci DBD a mohl
by ovliviiovat silu interakce s dvouvldknovou DNA. Dalsim rozdilem mezi DBD
FOXK1 aDBD FOXO4 je sekvence aminokyselin ve smycce W1 mezi dvéma
B-skladanymi listy S2 a S3 (viz Tab. 5). Odlisné rysy (a-helix H4 a smycka W1) byly
popsany v trojrozmérné struktuie DBD FOXK2 s dvouvlaknovou DNA (2C6Y, ziskana
pomoci rentgenové krystalografie) (viz Obr. 26, str. 48) [30], ktery je nejbliz§im pfi-
buznym pro DBD FOXKI1. V krystalové strukture DBD FOXK2 ¢tvrty a-helix H4
(Asp®’~Ala’") stabilizuje vazbu DBD s dvouvlaknovou DNA pomoci flexibilniho
C-konce DBD. Flexibilni C-konec DBD FOXK2 interaguje pomoci vodikovych mustkt
mezi postrannimi fetézci Arg®® a Arg”® s 5‘-koncem paralelniho vlakna specifického
vazebného motivu FOX proteinti. Tato interakce nebyla u DBD FOXO4 pozorovana
vzhledem k absenci o-helixu H4. Smy¢ka W1 pak interaguje postrannim fetézcem Lys’>

s 3‘-koncem paralelniho vlakna a amidovou skupinou Ser”

s fosfatovymi skupinami
5¢-konce antiparalelniho vlakna specifického vazebného motivu FOX proteind. Interak-
ci s dvouvlaknovou DNA u DBD FOXK2 tedy stabilizuji aminokyseliny Lys”, Ser’,
Arg” a Arg”®. Tyto aminokyseliny jsou také obsazeny v sekvenci DBD FOXK1, a proto
usuzujeme, Ze se jedna o konzervovany strukturni rys pro proteiny z podrodiny FOXK
(viz Obr. 27, str. 48). Sekvence DBD FOXO4 ze zminénych aminokyselin obsahuje
pouze Ser’”” (viz Tab. 5) ato by mohla byt pii¢ina nizsi afinity k dvouvlaknové DNA

pozorovand v této praci.

Tabulka 5 Porovndni sekvenci aminokyselin ve smycCkiach W1 DNA vazebnych do-
mén FOX04, FOXK1 a FOXK2 Rozdilna sekvence aminokyselin jednotlivych domén ve smyc-
ce W1 mezi dvéma f-skladanymi listy S2 a S3. Cisla v zavorce uddvaji pozici aminokyselin
smycky W1 v sekvenci proteinu. Cervené jsou zvyraznény aminokyseliny zodpovédné za interak-
ci s dvouvlaknovou DNA.

DBD sekvence aminokyselin smycky W1
DBD FOXO04 (167-177) 5‘-VHNEATGKS--SW-3*
DBD FOXKI1 (352-364) 5‘-VPRSQEEPGKGSF-3*
DBD FOXK2 (319-331) 5¢-VPRSQEEPGKGSF-3°
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Obrazek 27 Poloha aminokyselin, které stabilizuji interakci DBD FOXKI s DNA V cerveném
ramecku jsou zobrazeny aminokyseliny, které se podileji na stabilizaci vazby DBD FOXKI
s velkym zlabkem DNA. Lys” interaguje s 3‘-koncem, Arg” a Arg® s 5‘-koncem paralelniho
vidkna a Ser” interaguje s fosfatovymi skupinami 5 “-konce antiparalelniho vidkna specifického
vazebného motivu DNA, ktery je zobrazen zelenou barvou. V tycinkovém zobrazeni aminokyse-
lin jsou modre zobrazeny molekuly dusiku a cervené molekuly kysliku. 3 a 5 konec specificke-
ho vazebného motivu DNA odpovida paralelnimu vidknu.

Pomoci nativni elektroforézy byla pro oligonukleotidy CRTC2 14,
CRTC 2 16, INSR 13 a S16 pozorovana pii vysSich koncentracich proteinu dal$i forma
komplexu o niz§i mobilité. Podobny jev byl jiz pozorovan pro oligonukleotid S16, ktery
byl analyzovan v jiz zminéné publikaci o krystalové struktufe DBD FOXK2 [30]. Auto-
fi zminéné publikace studovali oligonukleotidy o délce 11-16 pard bazi (v publikaci
oznacovano S11-S16). Zjistili, ze komplex proteineDNA tvoii pouze oligonukleotidy,
které jsou del$i nez 14 pari bazi. Pfi vysSich koncentracich proteinu byla kromé vznik-
1ého ekvimolarniho komplexu protein'DNA pozorovana i zminénd forma komplexu
o niz§i mobilit€. Autofi tento jev vysvétluji navazanim druhé molekuly DBD FOXK2
mimo vysoce konzervovany vazebny motiv, pii¢emz vazba druhé molekuly pravdépo-
dobné zvysuje stabilitu prvni navazané molekuly. Vazba dvou molekul proteinu k DNA
byla potvrzena vyfeSenim krystalové struktury komplexu. V této bakalaiské praci byl

ale pozorovan vznik komplexu proteinu DBD FOXKI 1 s krat§im oligonukleotidem
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(o délce 13 parti bazi INSR 13), coz odporuje zadvérim ve zminéné publikaci. Vazbu
s krat§im oligonukleotidem mohlo ovlivnit rozdilné slozeni pufru pouzitého v této
bakalarské praci a ve zminéné publikaci. Protein DBD FOXK2 byl pro nativni elektro-
forézu ptipraven v pufru obsahujicim 25 mmol/l HEPES a 1 mmol/l MgCl, kdezto vzo-
rek DBD FOXKI1 byl ptipraven ve 20 mmol/l HEPES a 150 mmol/l NaCl. Pufry se lisi
iontovou silou, kterd by mohla mit vliv na vznikajici komplex proteineDNA. DalSim
divodem, ktery by vedl k odliSnym pozorovanim, mtze byt rozdilné chovani DBD
FOXK1 a DBD FOXK2 pfti vazbé s dvouvlaknovou DNA i pfes vyraznou sekvencni
podobnost (88,5 %). Do budoucna by bylo vhodné prostudovat strukturni usporadani
lidské DBD FOXKI1 a také jeji interakce s dvouvlaknovou DNA. Vhodnym kandidatem
pro budouci experimenty by mohl byt oligonukleotid INSR, u kterého byl v této baka-
latské praci pomoci nativni elektroforézy pozorovan nejstabilnéjsi komplex s DBD
FOXKI1. Studium trojrozmérné struktury DBD FOXKI1 by tak pomohlo popsat rozdily
v chovani homolognich FOXK1 a FOXK2.
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7. Zavér
Cilem této bakalatské prace bylo pfipravit nativni DBD FOXKI, ktery rozpoznava
a vaze specificky vazebny motiv 5‘-GTAAACA-3‘. Byla provedena rekombinantni ex-
prese lidské DBD FOXK1 v E. coli s naslednou purifikaci o péti krocich v nésledujicim
potadi: afinitni chromatografie, dialyza za souc¢asného $té€peni histidinové kotvy pomoci
TEV proteazy, iontové vyménnd chromatografie, reverzni afinitni chromatografie
a gelovd permeacni chromatografie. Purifikaci bylo ziskdno 6 mg velmi Cisté
a homogenni DBD FOXK1. Pomoci nativni elektroforézy a nativni hmotnostni spektro-
fotometrie bylo zjisténo, Ze DBD FOXK1 véze vSechny vybrané oligonukleotidy obsa-
hujici specificky vazebny motiv. Podafilo se tedy pfipravit funkéni protein DBD
FOXKI1, ktery lze pouzit jako materidl k dal$imu studiu trojrozmérné struktury volné

DBD FOXK1 nebo v komplexu s dvouvldknovou DNA.
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