Abstrakt

Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji expresi gent v riznych typech bun¢k. Hraji
tak dtlezitou roli v mnoha bunéénych procesech od regulace bunécného cyklu az po bunéénou
diferenciaci. Pomoci DNA vazebné domény rozpoznévaji a vazi specifické sekvence DNA.
Jednim z typtt DNA vazebné domény je doména ,,forkhead®, ktera se sklada ze 100-110
aminokyselinovych zbytkl. Tato sekvence je oznacovéana jako DBD FOX a pfipomind tvar
,okfidleného helixu“. Proteiny z rodiny FOX interaguji s dvouvlaknovou DNA pomoci a-
helixu H3, ktery je pro tuto rodinu sekvencné konzervovan. Na vazbé s DNA se dale podileji
1 dalsi oblasti DBD, které vSak sekvencné konzervovany nejsou a odlisné strukturni rysy
ptispivaji k rozdilné afinit¢ FOX proteini k DNA. OdliSnosti v trojrozmérné strukture mohou
také mit vliv na riznorodost biologickych funkci proteini FOX v organismu. Proteiny FOX se
déli do 19 podrodin, mezi které patii i podrodina FOXK, kterou tvoii dva ¢lenové FOXK1
a FOXK2. Proteiny FOXK reguluji aerobni glykolyzu, bunéfnou proliferaci a také
karcinogenezi. Jejich zvySend exprese byla popsana v rakovinnych bunikdch kosterni tkané,
zaludku, tlustého stfeva, prsu, plic, vaje¢niki aj. Funkce proteint FOXK v riznych typech

rakoviny vSak neni dosud velmi prozkoumana.

Cilem prace bylo pfipravit nativni protein DBD FOXKI, ktery rozpoznava a vaze
specificky vazebny motiv dvouvldknové DNA. Ke studiu vazby DBD FOXKI1
s dvouvlaknovou DNA bylo vyuZito pét oligonukleotidli (CRTC 2_14, CRTC 2 16, INSR 13,
S16 a SIFLC) o délce 13, 14 a 16 pari bazi. Interakce ptfipraveného proteinu s oligonukleotidy
byla sledovana s vyuzitim nativni hmotnostni spektrometrie. Purifikaci byl ziskan velmi Cisty
funkéni protein DBD FOXKI1, ktery vaze vSechny vybrané oligonukleotidy obsahujici
specifickou vazebnou sekvenci. Pfi nativni elektroforéze byla pii vySSich koncentracich
proteinu pozorovana dalsi forma komplexu o niz8i mobilité, kterd pravdépodobné ptislusi druhé

molekule DBD FOXK1 navazané mimo vysoce konzervovany motiv.
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