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ABSTRAKT

Forkhead transkripéni faktory jsou strukturné piibuzné molekuly obsahujici
ptiblizné¢ 110 aminokyselin-velkou konzervovanou DNA-vazebnou doménu zndmou
jako forkhead doména. Protein FOXO4 nélezi do podskupiny "O" forkhead
transkripcnich faktori. Zastupci podskupiny FOXO forkhead transkripcnich faktori se
podileji na mnoha dulezitych biologickych procesech. FOXO faktory se ucastni
kontroly metabolismu, bunééného cyklu, apoptdzy a ochrany vii€i oxidativnimu stresu.
DNA-vazebna doména ¢leni FOXO se sklada ze tii a-helixd (H1, H2 a H3), tii -
vlaken (S1, S2 a S3) a dvou flexibilnich ohybii (nazyvanych jako kiidla W1 a W2).
Uloha ohybu W2 pii vazbé FOXO na DNA je nejasna. Ohyb W2 pravdépodobné
interaguje s oblasti DNA piedchézejici hlavni vazebny motiv FOXO faktori. Spekuluje
se, ze vazebna afinita DNA-vazebné domény FOXO4 k DNA roste s obsahem A-T parQ
v oblasti DNA piedchézejici hlavni vazebny motiv. Pro ovéfeni této hypotézy byla
exprimovana a purifikovana DNA-vazebnd doména FOXO4 a byla urcena jeji vazebna
afinita ke tfem riznym DNA duplexiim liSicich se obsahem A-T par v oblasti pted
hlavni vazebnou sekvenci. Vazebna afinita byla ur¢ena pomoci méteni zmén stacionarni
anisotropie fluorescence. Toto stanoveni neukdzalo zadné signifikantni rozdily mezi
vazebnou afinitou DNA-vazebné domény FOXO4 k DNA o rizném obsahu A-T para

v oblasti pfed hlavnim vazebnym motivem.



ABSTRACT

Forkhead transcription factors are structurally similar molecules containing
approximately 110-amino-acid-long DNA-binding domain known as a forkhead
domain. Protein FOXO4 is a member of subgroup "O" of forkhead transcription factors.
Members of this subgroup play a key role in many biologically important processes. For
example, FOXO factors participate in metabolism control, cell-cycle control, apoptosis
and oxidative stress resistance. The forkhead domain (DNA-binding domain) consists of
three a-helices (H1, H2 and H3), three B-strands (S1, S2 and S3) and two flexible loops
(called wings W1 and W2). The role of the wing W2 in FOXO binding to the target
DNA is still elusive. Wing W2 probably interacts with the DNA in the region upstream
of the core motif. It has been speculated that the FOXO DNA-binding affinity depends
on A-T content (number of A-T pairs) in the region upstream of the core motif. In order
to investigate this hypothesis, DNA-binding domain of the FOXO4 protein was
expressed and purified and it was determined its binding affinity for three molecules of
double stranded DNA containing different number of A-T pairs in the region upstream
of the core motif using steady-state fluorescence anisotropy-based method. Our results
show no significant differences between obtained FOXO4 binding affinities to tested

DNA molecules.
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1 Uvop

Protein FOXO4 je ¢lenem podskupiny "O" forkhead transkripcnich faktort.
Transkripéni faktory jsou proteiny, které se uCastni transkripce genii a mohou
transkripci aktivovat ¢i inhibovat.

Forkhead proteiny jsou koédované forkhead geny, které byly poprvé
identifikovany v raném stadiu embrya Drosophila melanogaster. Ukazalo se, Ze
forkhead geny ptisobi na konecny embryonalni vyvoj. Na zaklad¢ této funkce ziskali
své oznaGeni forkhead (=vidlickova hlava).! Forkhead transkripéi faktory jsou
evoluéné konzervované a obsahuji charakteristicky DNA-vazebny motiv, oznacovany
jako forkhead doména. Nyni jiz bylo identifikovano vice nez 100 ¢lentt skupiny
forkhead transkripcnich faktora, které hraji roli v bunécném vyvoji, diferenciaci a
proliferaci, apoptoze, metabolismu a odolnosti vici stresu. Zda se, ze béhem evoluce se
pocet forkhead genli zvySoval, u obratlovcli byl identifikovan vétsi pocet riiznych
forkhead genti nez u bezobratlych. U ¢lovéka ma rodina forkhead genii — forkhead box
(= FOX) — nejméng 43 &lent.t”!

Zastupci tiidy "O" forkhead transkripcnich faktorti (FOXO) hraji stéZejni roli
v regulaci vyvoje buiiky a ovliviiuji procesy jako je bunécna smrt, bunééna proliferace a
bunéény metabolismus. Kromé toho bylo na modelovych organismech demonstrovano,
7e &innost FOXO ovliviiuje délku Zivota téchto organismi. Cinnost FOXO
transkripcnich faktori je regulovana cetnymi drdhami ptenaSejicimi signal v bufice.
Hlavnim regula¢nim faktorem je fosforylace proteinkinasou B (PKB/Akt), kterd je
dilezitou soucasti insulinové signalni drdhy. Dohromady vzato, FOXO transkripcni
faktory pasobi na kfizovatce mezi starnutim a se starnutim spojenymi chorobami jako je
diabetes a rakovina."!

I ptfes intenzivni studium téchto proteinil je stile nejasné, jakym zplisobem je
regulovdna jejich interakce s DNA. Strukturni studie komplext forkhead proteinti
s DNA naznacily, Ze jednim =z faktori ovliviiyjicich tuto interakci je sekvence

(1,23

predchézejici hlavni vazebny motiv. ] Tato bakalaiska prace si klade za cil zjistit,

jestli interakce DNA-vazebné domény forkhead transkripéniho faktoru FOX04 s DNA

zavisi na obsahu A-T part v oblasti pfedchazejici hlavni vazebny motiv.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Transkrip¢ni faktory

Exprese genu je proces, pii kterém je genetickd informace pfevedena v realné
existujici buné¢nou strukturu nebo funkci. Tomuto procesu odpovida nékolika krokova
syntéza proteinu, ktery je timto genem kdédovan a kterym je pak dand funkce
realizovéana. Jednim z krokQ syntézy proteinu je transkripce. Transkripce je proces, pii
kterém je jedno vldkno molekuly DNA pouzito jako Sablona (templat) pro syntézu
komplementarni RNA. Existuji tfi hlavni typy RNA — rRNA, tRNA a mRNA - a
vSechny se podileji na syntéze proteinti, pficemz mRNA piimo specifikuje sekvenci
proteinti.

Enzym odpovédny za syntézu RNA fizenou DNA se nazyvd RNA-polymerasa.
Tento enzym ma né¢kolik komplexnich funkci, které zahrnuji vazbu templatu DNA,
iniciaci syntézy RNA na specifickém misté templatu DNA, elongaci fetézce RNA a
terminaci fetézce RNA. RNA-polymerasa katalyzuje vznik fosfodiesterovych vazeb
mezi nukleosidtrifostaty (ATP, CTP, GTP, UTP), znichz je tvofen fetézec RNA.
Eukaryotni buniky obsahuji Ctyfi az pét rtznych RNA-polymeras, piicemz kazda
syntetizuje jiny typ RNA. Geny kodujici proteiny piepisuje RNA-polymerasa I1.[

K zapoceti transkripce vétSiny eukaryotickych gent je tfeba vzniku tzv.

.............
.....
.....

........

transkripcni faktory, protoze se predpoklada, Zze tyto proteiny jsou potiebné pro
transkripci v&tSiny gend, které jsou prepisovany timto typem RNA-polymerasy.!”
Obecné transkripéni faktory jsou tedy proteiny, které z velké miry zajist'uji regulaci
transkripce.

Obecné transkripcni faktory podobné piisobnosti byly izolovany z kultivovanych

lidskych bunék, krysich jater, embryi Drosophila melanogaster a z kvasinek. Ve vSech
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piipadech jsou ekvivalentni obecné transkripéni faktory zrtznych eukaryotickych

. o r 7
organismi vysoce konzervovany.!”!

2.2 Forkhead transkripc¢ni faktory

Forkhead transkripéni faktory jsou skupinou strukturné¢ piibuznych
transkripcnich aktivatort, které byly nalezeny v rozmanité Skale druhii od kvasinek po
loveka.l®!

Forkhead transkripéni faktory obsahuji DNA-vazebnou doménu zndmou jako
forkhead doména, kterd je tvofena "okiidlenym" helikdlnim fetézcem piiblizné 110
aminokyselin.”!

Prvni forkhead transkripéni faktor byl identifikovan v octomilkdch a oznaceni
forkhead transkripénich faktorti bylo odvozeno od Drosophila melanogaster forkhead
genu, ktery je nezbytny pro spravnou kone¢nou stavbu embrya.”’

Forkhead proteiny zastavaji fadu odliSnych funkci a uplatnuji se mnoha zptisoby
v bunééném vyvoji, proliferaci a diferenciaci, obrané vici stresu, apoptoze a kontrole
metabolismu.”!

Vsechny forkhead proteiny vykazuji vysoky stupen identity v aminokyselinové
sekvenci jejich DNA vazebné domény a predstavuji samostatnou rodinu uvniti

nadskupiny "winged helix protein", které se vyskytuji v eukaryotnich i prokaryotnich

geonomech.”

2.3 FOXO transkrip¢ni faktory

FOXO je podskupina forkhead transkripénich faktord. FOXO transkripcni
faktory jsou spojené s mnozstvim biologickych procesi vcetné bunééného cyklu,
bunécné smrti, opravy poskozené DNA, metabolismu a ochrany pied oxidativnim
stresem.'"”) Funkce t&chto dileZitych molekul musi byt piisné kontrolovana Sirokou
Skalou protein-protein interakci a posttranslacnich modifikaci zahrnujici fosforylaci,

acetylaci a ubiquitinaci.”’
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Nyni jiz byly FOXO proteiny identifikovany v nékolika riznych organismech
véetné Caenorhabditis elegans, Danio rerio, Drosophila melanogaster, mysi, krysy a
loveka."™ FOXO transkripéni faktory, vyskytujici se v obratlovcich, jsou ekvivalentni
DAF-16 transkripénimu faktoru nalezenému v Caenorhabditis elegans.!"!

FOXO skupina transkrip¢nich faktorti obsahuje Ctyii ¢leny: FOXOI, 3, 4 a 6.
Alternativni jména pro tyto geny a jimi urené proteiny pouzivané v diivéjsich studiich
jsou FKHR pro FOXO1, FKHRL1 pro FOXO3 a AFX nebo MIIt7 pro FOXOA4.
FOXO1, FOXO03 a FOX04 jsou vSudypfitomné exprimovany, ale mezi riznymi typy
bunék nebo rliznymi organy se mira exprese téchto genti miize znacné lisit. Napiiklad
FOXO1 je vyznamné exprimovan v tukové tkdni, zatimco FOXO4 je vyznamné

exprimovan ve svalech a FOXO3 v jatrech. Exprese FOXO6 je omezen4 na mozek.

2.3.1 Struktura FOXO

Forkhead/winged helix motiv je kompaktni struktura obsahujici okolo 110
aminokyselinovych zbytkd, které se skladaji do tif a-helixd (H1, H2 a H3), tfi B-vlaken
(S1, S2 a S3) a dvou flexibilnich ohybli podobnych motylim kiidlim (W1 a W2) —
odtud pochazi oznaceni winged helix. Stuhova reprezentace této struktury je na obr. 2.1.
Topologické uspotradani forkhead domény je H1 —S1 —H2 — H3 - S2 — W1 - S3 — W2
(viz obr. 2.2). Vlakno S1 vlozZené mezi helixy H1 a H2 interaguje s vlakny S2 a S3, tim
je utvoten tiivlaknovy stoCeny antiparalelni B-list. Zatimco N-koncova ¢ast domény je
tvofend shlukem tfi a-helixti, C-konec tvoii B-vlakna S2 a S3 a dva velké ohyby W1 a

(9]

W2, které vystupuji z B-listu.”" Nejvice konzervované sekvence v DNA-vazebné

doméné nalezneme ve tiech helixech H1, H2 a H3.

13



Obr. 2.1 Stuhova reprezentace trojrozmérné struktury sekvence Ser92-Gly181 forkhead
4,113

domény proteinu FOXO

(9]

Obr. 2.2 Zobrazeni topologie forkhead domény.

2.3.2 Interakce FOXO s DNA

Forkhead doména FOXO proteinti se vdze jako monomer na sekvenci 5'-
GTAAACAA-3" zndmou jako vazebny element rodiny DAF-16. (DAF-16 je
homologem k FOXO transkripénim faktorim exprimovany v Caenorhabditis
elegans.!'”) Tato sekvence obsahuje hlavni vazebny motiv 5'-(A/C)AA(C/T)A-3'
rozpoznavany viemi ¢leny forkhead rodiny."!

DNA je rozpoznavana hlavné konzervovanou sekvenci a-helixu H3, ktera

vytvaii fadu kontaktli (vodikovych vazeb) s bazemi nukleotidl ve velkém zlabku DNA.
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Dalsimi oblastmi forkhead domény, které mohou vyznamné interagovat s DNA, jsou
oba ohyby W1 a W2 a N-koncovy segment. Tyto oblasti pfevdzné interaguji

1231 Strukturni studie

s fosfatovymi skupinami cukr-fosfatové kostry molekuly DNA.!
ukazuji, ze vazba FOXO na DNA zplsobuje pouze malé strukturni zmény v DNA-
vazebné doméné, ale vyvoldva vyznamny ohyb molekuly DNA. Molekularni
mechanismus specifi¢nosti vazby forkhead faktorti na cilovou DNA neni stale objasnén.
Rozliéné forkhead proteiny pfislusejici do riznych podskupin maji téméf identicky tvar
a pouhé obmény v topologii DNA-vazebné domény nemohou vysvétlit zietelnou DNA-
vazebnou specificnost. Zda se, ze jiné charakteristiky forkhead proteind, napiiklad
rozdily v distribuci naboje na DNA-vazebném rozhranni, jsou pravdépodobné
zodpovédné za DNA-vazebnou specifi¢nost.!'”

Existuje urcita nejasnost o tloze ohybu W2 pii vazbé DNA. Tento segment je
v dostupnych krystalovych strukturach ptfitomen jen u nékolika struktur. U ostatnich
nebyl pozorovan diky své flexibilité. Nicméné funkcni studie potvrdily, ze se podili na
vazbé DNA. Byla formulovéna hypotéza, Ze ohyb W2 interaguje s oblasti na 5’ konci
vazebné sekvence, kterd je bohatd na A-T pary. V této oblasti by méla byt DNA vice

flexibilni, coz by mélo usnadiiovat interakci s ohybem W2.['- 23!

2.3.3 Regulace FOXO

FOXO transkripcni faktory jsou regulovany mnoha vnéj§imi stimuly. Mohou to
byt insulin, insulinu podobny rlstovy faktor (IGF-1), dal§i rastové faktory,
neurotrofiny, Ziviny, cytokiny a oxidativni stres. Tyto podnéty kontroluji hladinu FOXO
proteintl, jejich lokalizaci uvnitt buiiky, DNA-vazebnou aktivitu a transkripcni aktivitu.
Regulace FOXO je dosahovano zmeénami v posttranslacnich modifikacich FOXO
proteind, zahrnujicich fosforylaci, acetylaci, mono- a polyubiquitinaci a mozna dalsi
dosud neidentifikované modifikace. Posttranslaéni modifikace FOXO mohou pusobit
dvéma zpusoby: ovlivnénim konformace FOXO nebo vytvorenim specifického
vazebného motivu pro FOXO vazebné partnery.!'"!

Hlavnim mechanismem, jakym jsou FOXO transkripéni faktory regulovany
v odpovédi na vnéjsi podnéty, je zmena jejich lokalizace uvniti buiiky. Presné kontroly
vnitrobunééné lokalizace FOXO je dosazeno mnozstvim posttranslacnich modifikaci,

zejména fosforylaci a monoubiquitinaci.'¥
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2.3.3.1 Fosforylace FOXO

FOXO skupina transkripénich faktorii je negativné regulovana PI3K-PKB/Akt
signalni drdhou jako odpovéd’ na insulin, insulinu podobné ristové faktory, rstové
faktory a neurotrofni faktory. Fosforylace FOXO faktorti na tfech konzervovanych
mistech proteinkinasami PKB/Akt a SGK (serum and glucocorticoid-induced kinase)
zpusobuje nahromadéni FOXO faktorli v cytoplazmé, a tim pfedchédzi transaktivaci
FOXO cilovych genli. Zadrzovani FOXO proteinii v cytoplazmé je zprostiedkovano
kombinaci vazby na partnera (jiny protein) a zménami ve fyzikalné-chemickych
vlastnostech FOXO. Fosforylace FOXO enzymy PKB/Akt a SGK na prvnim a druhém
fosforylaénim misté tvoii vazebné misto pro protein 14-3-3. 14-3-3 se vdze na FOXO
faktory vjadfe a urychluje jejich aktivni export. Navazani 14-3-3 také omezuje
pristupnost FOXO jaderného lokaliza¢niho signalu a tim blokuje zpétny vstup FOXO
do jadra. Takze zadrzovani FOXO proteini v cytoplasmé je vysledkem zvySené¢ho
jaderného exportu FOXO a snizeného vstupu FOXO do jadra.!'

Regulace FOXO zménami ve vnitrobunééném umisténi naznacuje, Ze
v cytoplasmé je spousta fosforylovaného a neaktivniho FOXO ptipraveného na aktivaci.
Za defosforylaci FOXO na PKB/Akt a SGK mistech jsou zodpovédné proteinfosfatasy.

Tyto fosfatasy zatim nejsou zcela charakterizovany.!'¥

2.3.3.2 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou rodinou kyselych regulacnich proteind, které muiZeme
nalézt ve vSech eukaryotickych organismech. Proteiny 14-3-3 ovliviiuji strukturu svych
vazebnych partnert.'! Netypické jméno t&chto proteind, 14-3-3, je odvozeno od jejich
elucnich a migracnich stop pfi dvojdimenzionalni DEAE-celul6zové chromatografii a
elektroforéze ve skrobovém gelu.!'!

Proteiny 14-3-3 jsou vysoce konzervované v Sirokém spektru eukaryotickych
druhli. Mnoho organismi exprimuje rizné isoformy. U clovéka bylo dosud

identifikovano sedm ritiznych isoforem, které jsou ozna¢ovany malymi pismeny fecké

abecedy. Prvotni strukturni studie potvrdily dimerni povahu proteinii 14-3-3. Uprostied
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dimeru proteinu 14-3-3 se nachazi 4 nm-Siroky kanal obsahujici dva amfipatické

7labky."! Znazornéni povrchu dimeru 14-3-3 je na obr. 2.3.

Obr. 2.3 Struktura lidské ( isoformy proteinu 14-3-3 (zobrazeni povrchu). Tmaveé Sedg

jsou zbarveny sekvence aminokyselinovych zbytkl, které jsou plné konzervovany

u viech lidskych isoforem.!'"!

Jednou ze skupin vazebnych partnert proteini 14-3-3 jsou FOXO transkripéni
faktory. Schéma primarni struktury FOXO je na obr. 2.4. Fosforylace enzymem
PKB/Akt na fosforyla¢nich mistech na N-konci a ve forkhead doméné¢ FOXO proteinti
vytvaii dva vazebné motivy pro 14-3-3 a zplisobuje navdzani FOXO proteinu na dimer
14-3-3. Tyto dva motivy sousedi s DNA vazebnou doménou, ¢imz roste
pravdépodobnost, Ze se proteiny 14-3-3 mohou ucastnit pieruseni vazby mezi FOXO a
DNA. Tato inhibice vazby na DNA, ktera je zavisld na proteinu 14-3-3, byla
pozorovana u DAF-16 a FOXO04. Dalsim dilezitym nasledkem spojeni FOXO faktora
s proteiny 14-3-3 je urychleny transport komplexii FOXO-14-3-3 ven z jadra a jejich

zadrZeni v cytoplasmg.!'!
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Obr. 2.4 Schéma primarni struktury FOXO proteint. VSsechny FOXO proteiny maji

stejnou organizaci domén a obsahuji forkhead DNA-vazebnou doménu (DBD), jaderny
lokaliza¢ni signal (NLS), jadernou exportni sekvenci (NES) a transaktivatni doménu

(TD). PKB/Akt fosforylatni mista jsou oznatena Eernymi kolecky.!'"

2.3.3.3 Odpovéd’ na oxidativni stres

Fosforylace enzymy MST1 a JNK1

Stresové stimuly spoustéji transport FOXO proteint do jadra, pfi¢emz zajimavé
je, ze se tak d&je 1 v pritomnosti rastovych faktord. Toto pozorovani naznacuje, Ze
oxidativni stres mize FOXO proteiniim umoznit vstup do jadra i bez defosforylace na
mistech fosforylovanych enzymy PKB/Akt a SGK. Proteinkinasa MST1 v odpovédi na
oxidativni stres skutecné¢ fosforyluje FOXO3 na Ser207, konzervované lokalizovaném
v DNA-vazebné doméné. Fosforylace FOXO3 enzymem MST]1 prerusi vazbu s 14-3-3
a tim spusti transport FOXO3 zcytoplasmy do jadra. Dalsi stresem aktivovana
proteinkinasa JNK1 fosforyluje FOXO4 na Thr447 a Thr451 a spousti transport ¢lend
rodiny FOXO zcytoplasmy do jadra. JNK1 také fosforyluje proteiny 14-3-3, coz
poméha uvolnit FOXO faktory z jejich komplexu s 14-3-3. TakZe oxidativnim stresem
aktivovand JNK1 draha ptlisobi zcela opacné k PI3K-PKB/Akt, SGK draze aktivované

insulinem a ristovymi faktory.!'¥
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Monoubiquitinace

Ubiquitin je maly, vysoce konzervovany regulacni protein. Stimuly oxidativniho
stresu spoustéji transport FOXO4 do jadra a naslednou aktivaci transkripce, ktera je

z4&visld na monoubiquitinaci FOXO4 na Lys199 a Lys21 1.4

Acetylace

Pti oxidativnim stresu je FOXO acetylovan. Acetylace ovlivituje vnitrobunéénou
lokalizaci FOXO. Zvysuje lokalni koncentraci FOXO v téch Castech jadra, které jsou
husté zaplnéné proteiny regulujici funkci FOXO.!'

234 Funkce FOXO

Zastupci tiidy "O" forkhead transkrip¢nich faktort hraji dalezitou roli v regulaci
metabolismu, bunécné proliferace, tolerance vici stresu a pravdépodobné i délky Zivota.
Aktivita FOXO faktorii je prisné kontrolovana posttranslaénimi modifikacemi
zahrnujicimi kromé PKB/Akt-zprostiedkované fosforylace, téz fosforylaci jinymi
proteinkinasami, acetylaci a ubiquitinaci. ZvySeny bunéény oxidativni stres reguluje
mnoho z téchto posttransla¢nich modifikaci FOXO a naopak aktivita FOXO reguluje
bunéfnou odolnost vic¢i oxidativnimu stresu. Z toho divodu se zda, Ze FOXO
transkripcni faktory a oxidativni stres jsou navzajem slozit¢ propojeny. Tato souvislost
mezi oxidativnim stresem a FOXO faktory ma zvlastni vyznam s ohledem na moZznou
roli FOXO faktord v ovlivnéni délky zivota a vzniku riznych onemocnéni. Predpoklada
se, ze starnuti je vysledkem posSkozeni bun€k a organismu vyvolané kumulativnim

piisobenim kyslikovych radikala.!"!
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3 CILE PRACE

Exprese a purifikace DNA-vazebné domény lidského forkhead transkripéniho
faktoru FOXO04 (sekvence 82-207).

Urceni disociacni konstanty komplexti DNA-vazebné domény FOXO4 a tii

riznych Flc-dsDNA (s rtiznym obsahem A-T parti) pomoci zmén stacionarni

anisotropie fluorescence.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

2-thioethanol ............cccceeeviiiiiiiieieeeee e, Carl Roth (Némecko)
AMPICIIN c.eveiiiiiiciecce e Sigma (USA)

APS o Sigma (USA)

AZ1d SOANY ..eovviiiiiieiiiiccc e Sigma (USA)

bromfenolova modr...........ccccceevveeeiiieciieeeieeeee, Aldrich (Némecko)

CItTAt SOANY ..c.vviiiiiiiieiieie e Spolek pro chemickou a hutni

vyrobu (Ceskoslovensko)

Coomassie Briliant Blue R 250 ...........ccooeeeee. Lachema a.s. (Ceska republika)

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného............ Lachema a.s. (Ceska republika)

dihydrogenfosfore¢nan draselny......................... Lachema a.s. (Ceska republika)

D 1 1 TSRS Carl Roth (Némecko)

EDTA ..ot Carl Roth (Némecko)

EIYCRIOL .o Lachema a.s. (Ceska republika)

GIYCIN 1ottt Carl Roth (Némecko)

hydroxid sodny .........ccccveeviieeiiieeieeeeeeeee e, Lach-Ner, s.r.o. (Ceska
republika)

chlorid draselny.........ccceeveeeiienieeiiienieeieeee e, Lachema a.s. (Ceska republika)

chlorid SOdnyY........cccvevieeciieniieiieie e, Carl Roth (Némecko)

IMIdAZOl ...eveiiiieeeeceee e Carl Roth (Némecko)

IPTG i Sigma (USA)

1SOPrOPANOL......coiiiiiieiieiieeiee e Lachema a.s. (Ceska republika)

kyselina chlorovodikova...........cccccceevevienieenennne. Lachema a.s. (Ceska republika)

kyselina 0CtOVA ........ccecveeeiiiieeiieeciieecee e Lachema a.s. (Ceska republika)

LB médium .......ccoovuiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e Carl Roth (Némecko)

21



lysozym

methanol

Rotiphorese Gel 30 (smés akrylamidu a
bisakrylamidu v poméru 37,5 : 1)...ccecuveeerrennnnen.

4.1.2  Pristroje
Centrifuga 5804 R (rotor A-4-44)

Centrifuga K80 (rotor S6/6,6)
FPLC AKTA

inkubator HT Multitron

peristalticka pumpa

sonikator Sonicator3000 Misonix

spektrofluorimetr Photon Couting

Spectrofluorimetr PC1

spektrofotometr Agilent 8453

vertikalni polyakrylamidova elektroforéza

Vortex Zx3

4.1.3 Ostatni

automatické pipety

benzamidin-sepharosa

centrifugacni zkumavky

Chelating Sepharose Fast Flow

Carl Roth (Némecko)
Lachema a.s. (Ceska republika)
Sigma (USA)

Carl Roth (Némecko)
Sigma (USA)
Carl Roth (Némecko)
Sigma (USA)
Carl Roth (Némecko)

Eppendorf (Némecko)
MLW (Némecko)
Amersham Biosciences
(Svédsko)

Infors (Svycarsko)
Ismatec (Svycarsko)

Cole-Parmer (USA)

ISS (USA)

Agilent (USA)

BioRad (USA)

Velp Scientifica (Italie)

Eppendorf (Némecko)
Amersham Biosciences
(Svédsko)

Carl Roth (Némecko)
GE Healthcare (Svédsko)
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dialyzacni membrana (typ 27/32) ..cceeeevveeenveannee. Carl Roth (Némecko)

E. coli kmen BL21(DE3) .....ccocoveveieieieieieen Stratagene (USA)

filtry SPARTAN 13/0,45 RC...cevevvieiieiien Whatman (Némecko)

kolona Superdex 75 (10/300 GL)........cccceuvenninene Amersham Biosciences
(Svédsko)

koncentratory Amicon Ultra ..........ccccovevennennee. Millipore (USA)

kfemenné Kyvety ........ccoceveeneeiiniininncnicneeens Agilent (USA)

laboratorni sklo ...........ccccveeeiiiieiiiiieiieccee e, Simax (Ceska republika)

magnetickd michacka Variomag Maxi, Komet... Thermo Scientific (USA)

MIKrozKumavky ........cccoecevvieiiieeiiieeiee e P-Lab, a.s. (Ceska republika)

nylonové filtry (0,45 m).......cccoeeeeviiiniiniiennne Whatman (Némecko)

pH metr JenWay 3505 .....ccooiiiiiiiiiieeeee, Felsted (Velka Britanie)

Precision Plus Protein Dual Color Standard....... BioRad (USA)

SP Sepharose ........cccceeerveeeiiiieeiieeeiie e Amersham Biosciences
(Svédsko)

SHTKACKY «oeevieiieeiiee e B. Braun (Némecko)

Spicky na automatické pipety........ccccocveevrienennen. Axygen (USA)

4.2 Exprese FOX04 82-207

Bylo pfipraveno 12 miniprepii (5 ml sterilniho Luria-Bertani (LB) média
s ampicilinem o finalni koncentraci 100 pg ml™") s bakterialni kulturou bun&k E. coli
BL21(DE3) obsahujici plasmid pET15b se zaklonovanym genem FOXO4 (sekvence
82-207). Tyto miniprepy byly inkubovany pies noc pii 37 °C a konstantnim tfepani
200 rpm. Nasledné bylo pfipraveno 6x 1 I sterilniho LB média temperovaného na
laboratorni teplotu. Do kazd¢ ldhve s LB médiem byl pfidan ampicilin o findlni
koncentraci 100 pg ml' a preneseny dva miniprepy s narostlou kulturou. Takto
piipravené kultury byly dale inkubovany pii 37 °C a konstantnim tfepani 200 rpm az do
optické density (OD) 0,69 cm ' méfené pii vinové délce 600 nm. Poté byl piidan
induktor IPTG o finalni koncentraci 0,5 mmol dm, ktery spustil proteosyntézu, a
kultury byly ptfes noc inkubovéany pii 20 °C a konstantnim ttepani 200 rpm. Dalsi den
byly kultury centrifugovany pii 4 °C a 3400 rpm po dobu 30 minut. Pelety obsahujici
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bakterie byly resuspendovany v lyza¢nim pufru a bylo k nim pfiddno 28 mg lysozymu a
2,5ml 100 mM roztoku inhibitoru proteas PMSF v ethanolu (vysledna koncentrace
1 mmol dm™). Buitky byly sonikovany celkem 20 minut (pfi vykonu 45 W). Po
sonikaci nasledovala centrifugace pii 4°C a 13500 rpm po dobu 1 hodiny. Po
centrifugaci byl protein obsaZen v supenatantu (cytosolarni frakce) a byl pfipraven

k purifikaci.

SloZeni 10x PBS pufru

latka odméiené mnozstvi
NaCl 80 g

KCl1 2g

KH,PO, 24¢

Na,HPO;, - 2H,0 144 ¢

NaNj 0,4 ¢

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 1 1

pH upraveno na hodnotu 7,4 pomoci 10 M NaOH

SloZeni lyzac¢niho pufru

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi

PBS 1x 10 ml 10x PBS

NaCl 1 mol dm™ 584 ¢

BME 4 mmol dm™ 27,8 ul

imidazol 2 mmol dm™ 0,027 g

PMSF 1 mmol dm™> 1 ml 100 mM PMSF
v ethanolu

doplnéno ultra-Cistou vodou do objemu 100 ml
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4.3 Purifikace FOX04 82-207

4.3.1 Niklova chelatacni chromatografie

Niklova chelataéni chromatografie je metoda umoziujici purifikaci proteinti
obsahujici tzv. His-tag (motiv Sesti histidint). Vyuziva se zde mozZnosti koordinacniho
navazani histidinu na nikelnaté ionty. His-tag mlize byt cilené pfipojen na jeden z koncii
proteinu a tento mirné modifikovany protein se pak selektivné vaze na Ni*" zachycené
na nosici v koloné¢.

Niklova chelatacni chromatografie byla provedena na kolon¢ obsahujici
Chelating Sepharose Fast Flow. Kolona byla promyta v tomto pofadi 10 ml destilované
vody, 10 ml regeneracniho roztoku, 15 ml destilované vody, 50 ml 0,1 M roztoku
NiSOy, 10 ml destilované vody a 10 ml pufru E pro niklovou chelata¢ni chromatografii.
Poté byl na kolonu nanesen roztok proteinu FOXO4 obsahujici His-tag. Po zachyceni
proteinu na kolon¢ byla kolona promyta nejprve 20 ml pufru E pro niklovou chelataéni
chromatografii a poté 250 ml 10% (v/v) pufru F v pufru E pro niklovou chelatacni
chromatografii. Protein byl eluovan C¢istym pufrem F pro niklovou chelata¢ni

chromatografii. Frakce proteinu byly jimany do mikrozkumavek po 1,5 ml.

SloZeni regenerac¢niho roztoku

latka vysledna koncentrace
EDTA 50 mmol dm
NaCl 0,5 mol dm™
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SloZeni pufru E pro niklovou chelataéni chromatografii

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi
PBS 1x 50 ml 10x PBS
NaCl 0,5 mol dm™> 14,6 g

BME 2 mmol dm™ 70 ul

imidazol 1 mmol dm™ 0,035 ¢

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 0,5 1

Slozeni PBS pufru viz strana 24.

SloZeni pufru F pro niklovou chelata¢ni chromatografii

latka vysledna koncentrace odmeérené mnozstvi
PBS 1x 50 ml 10x PBS
NaCl 0,5 mol dm™ 14,6 g

BME 2 mmol dm™ 70 pl

Imidazol 0,6 mol dm 204 g

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 0,5 1

pH upraveno na hodnotu 8,0 pomoci koncentrované HCI

Slozeni PBS pufru viz strana 24.

4.3.2 Dialyza

Dialyza je proces, pfi kterém Ize latky od sebe oddélit na zékladé¢ velikosti jejich
molekul. K tomu se pouziva polopropustna membrana, ktera se naplni napt. roztokem
proteinu, jehoz molekuly jsou vétSi nez pory membrény. Protein (makromolekula)
zlstane uvnitt dialyzacni membrany, zatimco molekuly o velikosti mens$i nez jsou pory
membrany difunduji ve sméru koncentratniho gradientu pfes membranu do
dialyzac¢niho pufru. Po dialyze je tedy protein rozpustén v pouzitém dialyza¢nim pufru.

Byla pouzita dialyzaéni membrdna s poéry odpovidajici piiblizn€ velikosti

proteinu o relativni molekulové hmotnosti 14000.
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SloZeni dialyza¢niho pufru

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi
citrat sodny 50 mmol dm 17,4 g

EDTA 2 mmol dm™ 4ml 0,5M EDTA
DTT 2 mmol dm™ 03l g

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 1 1

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci koncentrované HCI

4.3.3 Kationtové vyménna chromatografie

Kationtové vyménna chromatografie se provadi na koloné, kterd obsahuje na
chemicky inertnim nosici elektrostaticky vazané kationty, které mohou byt reversibilné
vymeénovany za kationty z protékajiciho roztoku. Pii purifikaci proteind touto metodou
je nutné pracovat s pufrem, jehoz pH je nizsi nez pl purifikovaného proteinu (potom ma
protein kladny naboj).

Pred kationtové vyménnou chromatografii byl protein FOXO4 rozpustén
v dialyza¢nim pufru, jehoz pH bylo nastaveno na hodnotu 6,3. Pfi tomto pH je protein
FOXO0O4 ve formé& kationtu. Teoretickd hodnota pl proteinu FOX04 82-207 je 10,53.
Kolona pro kationtové vyménnou chromatografii obsahujici 5 ml SP sepharosy byla
ekvilibrovana pufrem E pro kationtové vyménnou chromatografii. Po zachyceni
proteinu FOXO4 na kolon¢ a vymyti proteinti, které se na kolon¢ nevazaly, byl protein
FOXO0O4 eluovan gradientem iontové sily. Gradientu iontové sily bylo dosazeno
kontinualnim pfimichavanim pufru F do E pro kationtové vyménnou chromatografii az

do 50% (v/v) obsahu pufru F v pufru E.

SloZeni pufru E pro kationtovou vyménnou chromatografii

latka vysledna koncentrace odmeérené mnozstvi
citrat sodny 50 mmol dm™ 174 g

EDTA 1 mmol dm™ 2ml 0,5M EDTA
DTT 2 mmol dm™ 031¢g

doplnéno ultra-Cistou vodou do objemu 1 1

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci koncentrované HCI
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SloZeni pufru F pro kationtovou vyménnou chromatografii

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi
citrat sodny 50 mmol dm 17,4 g

EDTA 1 mmol dm™> 2ml 0,5 M EDTA
DTT 2 mmol dm™ 03l g

NaCl 1 mol dm™ 584 ¢

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 1 1

pH upraveno na hodnotu 6,3 pomoci koncentrované HCI

4.3.4 Urceni koncentrace

Koncentrace fuzniho proteinu ve vzorku byla urena metodou méteni
absorbance. Absorbance byla méfena pii vinové délce 280 nm a jako referentni roztok
byl pouzit Cisty pufr, v kterém byl protein rozpustén. Koncentrace byla pocitana
z Lambertova-Beerova zdkona a molarni absorpéni koeficient byl uréen z primarni

sekvence proteinu pomoci programu ProtParam na www.expasy.org.

4.3.5 Stépeni thrombinem

K 16 mg fuzniho proteinu FOXO4 bylo pfidano 60 U thrombinu (3,75 U
thrombinu na 1 mg fizniho proteinu) k odstépeni His-tagu. Stépeni probihalo pies noc
pii 4 °C. Thrombin byl posléze odstranén na koloné obsahujici benzamidin sepharosu.
Kolona byla ekvilibrovana pufrem pro gelovou permeac¢ni chromatografii (slozeni viz
strana 29), poté byl na kolonu nanesen roztok proteinu s thrombinem. Thrombin byl
zachycen na kolon¢ a protein byl zkolony vymyt pufrem pro gelovou permeaéni

chromatografii.
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4.3.6 Gelova permeacni chromatografie

Gelovd permeacni chromatografie je metoda déleni latek podle
hydrodynamického objemu jejich molekul. Provadi se na aparaturdch obsahujicich
jednu nebo vice kolon naplnénych zrnitym poréznim gelem. Pti gelové permeacni
chromatografii jsou molekuly latek obsaZenych vroztoku distribuovany mezi
rozpoustédlo vné ¢astic gelu a rozpoustédlo uvnitt téchto castic. Molekuly, které svou
velikosti pfevysuji velikost pora gelu, prochazeji prostorem mezi ¢asticemi gelu a jsou
eluovany v nejkratsim Case. Naopak molekuly, kterym jsou pfistupné vSechny pory
¢astic gelu, jsou na kolon¢€ zadrzovany nejdéle.

Pted vlastni gelovou permeacni chromatografii byl roztok proteinu v pufru pro
gelovou permeacni chromatografii zkoncentrovan na objem 2 ml a prefiltrovan pomoci
filtru s pory o velikosti 0,45 pm. Gelova permeacni chromatografie byla provedena na
kolon¢ Superdex 75 (10/300 GL), ktera byla ekvilibrovana pufrem pro gelovou

permeacni chromatografii.

SloZeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi

Tris/HCI, pH 7,5 20 mmol dm™ 20 ml 1 M Tris/HCI,
pH 7,5

NaCl 150 mmol dm™ 8,77 g

EDTA 1 mmol dm™ 2ml 0,5 M EDTA

glycerol 10 % (w/v) 100 g

doplnéno ultra-Cistou vodou do objemu 1 1

4.3.7 SDS-PAGE

Pti elektroforetickych metodach se nabité Castice pohybuji v elektrickém poli.
Jejich rychlost je pfimo Umérna velikosti jejich naboje a nepfimo Umérna velikosti
castic. Pti elektroforéze provadéné v gelu se Castice navic déli i gelovou filtraci,

pricemz je rychlost prichodu ¢astic gelem urcena velikosti a tvarem c¢astic. Pro déleni
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proteina podle jejich velikosti a potazmo 1 molekulové vahy se pouzivd metoda SDS—
PAGE, coz je oznaceni pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
detergentu dodecylsiranu sodného (SDS). SDS je silna povrchové aktivni latka, ktera
denaturuje proteiny (rozrusi jejich terciarni strukturu), navaze se na né a tim piekryje
jejich nativni (pfirozeny) néboj a pfidéli jim zaporny naboj odvisly od velikosti
proteinu. Velikost tohoto zdporného néboje je urcitym nasobkem velikosti proteinu, a
jelikoz je tento ndsobek pro vSechny proteiny stejny, tak se proteiny ned¢€li na zakladée
jejich elektroforetické pohyblivosti, ale pouze gelovou filtraci, a elektrické pole zde
pusobi jen jako hnaci sila pohybu ¢astic. Pii gelové filtraci v polyakrylamidovém gelu
vetsi Castice zaostavaji za mensimi, jelikoz se setkavaji s vétSim odporem pii pruchodu
pory gelu.

Elektroforéza SDS-PAGE byla provedena po kazdém purifikacnim kroku pro
zjisténi pfitomnosti proteinu a piipadnych degradacnich produktii v jednotlivych
frakcich. Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V. Byl pouzit 15%

separacni a 5% zavadéci polyakrylamidovy gel.

Priprava vzorku

7 kazdé frakce ptedchoziho purifika¢niho kroku byl odebran vzorek proteinu do
mikrozkumavky, k proteinu byl pfidan SDS vzorkovy pufr a smés byla inkubovana
1 minutu pii teploté 100 °C, ¢imz probéhla denaturace proteinu.

Do prvniho zldbku byl vzdy nanesen standard molekulovych hmotnosti
Precision Plus Protein Dual Color Standard obsahujici smés fragmenti o relativnich
hmotnostech 250 - 10°, 150 - 10°, 100 - 10°, 75 - 10°, 50 - 10°, 37 - 10°, 25 - 10°, 20 - 10°,
15-10°a 10 - 10°.

SloZeni SDS vzorkového pufru

latka odméfené mnozstvi
1 M Tris/HCI, pH 6,8 0,6 ml

50% (w/v) glycerol 5 ml

10% (w/v) SDS 2 ml

BME 0,5 ml

1% (w/v) bromfenolova modr 1 ml

ultra-Cista voda 0,9 ml
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SloZeni separacniho gelu

latka odméfené mnozstvi
Rotiphorese Gel 30 6,000 ml
pufr pro separacni gel 3,000 ml
ultra-¢ista voda 2,880 ml
10% (w/v) APS 0,100 ml
TEMED 0,012 ml

SloZeni pufru pro separacni gel

latka odméfené mnozstvi
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 75 ml
10% (w/v) SDS 4 ml

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 100 ml

SloZeni zavadéciho gelu

latka odmeétrené mnozstvi
Rotiphorese Gel 30 0,500 ml
pufr pro zavadéci gel 1,000 ml
ultra-¢ista voda 2,250 ml
10% (w/v) APS 0,045 ml
TEMED 0,005 ml

SloZeni pufru pro zavadéci gel

latka odméfené mnozstvi
1 M Tris/HCI, pH 6,8 50 ml
10% (w/v) SDS 4 ml

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 100 ml

SloZeni elektroforetického pufru

latka vysledna koncentrace
Tris/HCL, pH 8,3 50 mmol dm>

glycin 385 mmol dm

SDS 0,1 % (W/v)
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Vizualizace gelu

Gely byly po ukonfeni SDS-PAGE inkubovany 15 minut v barvicim roztoku
Coomassie Briliant Blue R 250 pii teplot¢ 70 °C, ¢imz byly zviditelnény proteiny
v gelu. Poté byly gely odbarveny inkubaci po dobu 30 minut v odbarvovacim roztoku

pti teploté 70 °C, pti€emz proteiny zUstaly obarveny.

SlozZeni barviciho roztoku

latka odméfené mnozstvi

Coomassie Briliant BlueR250 1g
methanol 450 ml
kyselina octova 100 ml

doplnéno ultra-Cistou vodou do objemu 1 1

Slozeni odbarvovaciho roztoku

latka odméfené mnozstvi
methanol 100 ml
kyselina octova 100 ml

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 1 1

4.4 Méreni DNA vazebné afinity FOXO4 82-207

pomoci zmén stacionarni anisotropie fluorescence

Fluorescence je spinové dovoleny zafivy prechod, obvykle zrovnovazné
vibra¢ni hladiny stavu S; do nékteré z vibrac¢nich hladin zakladniho stavu Sy. Pokud
latka absorbuje svételné kvantum budiciho zafeni, prechdzeji elektrony ze singletového
stavu Sy do excitovanych singletovych stavli S;, S, ... a tripletovych stavti Ty, To, ...
Molekula obvykle piejde zrovnovazné vibracni hladiny stavu Sy do nékteré
z vibra¢nich hladin excitovanych stavll. K deexcitaci molekuly dochéazi bud’ zatrivymi
prechody (fluorescence, fosforescence) nebo nezativymi piechody (vibracni relaxace,
mezisystémovy prechod).

JestliZe je excitacni zafeni polarizované, pak 1 emitované zateni (fluorescence) je

polarizované. Polarizace fluorescence je zpiisobena selektivni absorpci polarizovaného

32



excita¢niho zafeni molekulami, jejichz dipoly jsou orientovany ve stejném sméru jako
rovina polarizace dopadajiciho zéafeni. Ke kvantifikaci polarizace fluorescence se

pouziva veli¢ina stacionarni anisotropie fluorescence (r,) definovana vztahem
I|| — IL
r=——t—L 1
o210, ()

kde 1, znaci intenzitu emisniho zéafeni orientovaného paralelné k rovin¢ polarizace

excitacniho zafeni a |, znaci intenzitu emisniho zafeni orientovaného kolmo k roviné
polarizace excitaéniho zafeni.!'®!

Polarizované emisni zafeni vSak mize byt fadou jevl depolarizovdno. Mezi
nejcastéj$i priciny snizeni hodnoty anisotropie se fadi rotac¢ni difize fluoreskujicich
molekul. Tato difuze je ovlivilovana jejich velikosti a tvarem, ale také viskozitou
prostfedi. M¢feni staciondrni anisotropie fluorescence tak umoziiuje studium tady
biochemickych procesi, napt.: denaturaci proteinii ¢i asociacni (afinitni) rovnovahu
mezi proteinem a ligandem.!'®!

V této praci byla stacionarni anisotropie fluorescence vyuzita ke studiu vazebné

afinity FOX04 82-207 k DNA.

4.4.1 Priprava Flc-dsDNA z oligonukleotidii

Pouzité oligonukleotidy (tu¢né je oznacen tzv. core motiv)

Flc-DNA 1:  Flc- 5-CTATGTAAACAAC-3’
DNA 1: 3'-GATACATTTGTTG-5'

Flc-DNA 2: Flc- 5'-AAAAATAAACAAC-3’
DNA 2: 3-TTTTTATTTGTTG-5

Flc-DNA 3:  Flc- 5-CGCGGTAAACAAC-3’
DNA 3: 3'-GCGCCATTTGTTG-5'
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Vsechny oligonukleotidy byly rozpuStény v ultra-Cist¢é vodé a ziedény na
koncentraci 100 umol dm . Oligonukleotidy byly michany v ekvivalentnim mnozstvi
(50 ul) a to vzdy oligonukleotid znaceny fluoresceinem (Flc-DNA) s neznacenym
komplementarnim oligonukleotidem (DNA). Ke kazdé smési oligonukleotidii bylo
pfidano 2,5 pl 1 M roztoku NaCl (vysledna koncentrace byla 25 mmol dm™). Smési
byly zahtaty k varu na vodni lazni a poté byly nechany pomalu zchladnout. Vysledna
koncentrace kazdé Flc-dsDNA byla 50 pmol dm™. Mikrozkumavky obsahujici DNA

znacenou fluoresceinem byly chranény pied svétlem.

4.4.2  Méreni stacionarni anisotropie fluorescence

Do kyvety pro méfeni stacionarni anisotropie fluorescence byl napipetovan 1 ml
pufru pro méfeni staciondrni anisotropie fluorescence a dale 2 pl 50 uM Flc-dsDNA
(finalni koncentrace 0,1 pmol dm™). Protein FOXO4 82-207 byl do kyvety titrovan.
Me¢teni fluorescence bylo provedeno pii excitacni vinové délce 494 nm a emisni vinové

délce 520 nm. Staciondrni anisotropie fluorescence (r,) byla pocitdna z intenzit

fluorescence podle vztahu €. 1.

SloZeni pufru pro méreni stacionarni anisotropie fluorescence

latka vysledna koncentrace odméfené mnozstvi

Tris/HCI, pH 7,5 20 mmol dm™ 800 ul 1 M Tris/HCI,
pH 7,5

NaCl 100 mmol dm™ 800 pul 5 M NaCl

doplnéno ultra-¢istou vodou do objemu 40 ml
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4.4.3  Vyhodnoceni vysledkii méreni

Frakce molekul Flc-dsDNA navazand na FOXO4 (F;) byla pocitana podle

vztahu
r..—r.
FB — obs min , (2)
(rmax - r-obs )Q + (robs - rrnin )
kde r,. je pozorovana anisotropie pii urcité koncentraci FOXO4, r_. je minimalni

pozorovana anisotropie v nepfitomnosti FOXO4, r__ je anisotropie v saturaci a Q je

korekce na zménu kvantového vytézku fluoresceinu béhem vazby Flc-dsDNA na

FOXO4. Parametr Q byl vypocitan podle vztahu

Q=-, (3)

kde 1, je pozorovana celkova intenzita fluorescence pii urcité koncentraci FOX0O4 a

obs
I, je pocatecni celkova intenzita fluorescence zmétfend v nepiitomnosti FOXO4.
Ziskana zavislost F; na relativni koncentraci FOXO04 82-207 (C,, roxosso_207) byla

prolozena nasledujici rovnici

2
F - KD + Crel,dsDNA + Crel, FOX0482-207 — \/(KD + Crel, dsDNA + Crel, FOX0482-207 ) - 4Crel, dsDNAcrel,FOXO482—207 (4)
B s

2Crel,dsDNA

kde K, je disociacni konstanta rovnovahy

Flc-dsDNA-FOX04 82-207 = Flc-dsDNA + FOX04 82-207
a C.apna J€ relativni koncentrace Fle-dsDNA. €, 4y byla pevné nastavena na

hodnotu 0,1 - 106,
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5 VYSLEDKY

5.1 Purifikace FOX04 82-207

Prvnim cilem této bakalarské prace byla exprese a purifikace DNA-vazebné
domény transkripéniho faktoru FOXO4. Hlavnimi kroky purifikace proteinu FOXO4
82-207 byly niklova chelata¢ni chromatografie, kationtové vyménna chromatografie a
gelova permeacni chromatografie provedené v tomto potadi. Po kazdém z téchto krokli
byla provedena 15% (w/v) SDS-PAGE k urceni pfiblizného mnozstvi proteinu a jeho
Cistoty v jednotlivych frakcich. Po provedeni vSech purifika¢nich krok byl protein
dostatecné vyc€istén a pfipraven pro méteni poskytujici informace o vazebné afinité

FOX04 82-207 k DNA.

5.1.1 Niklova chelatacni chromatografie

Pti eluci pii niklové chelata¢ni chromatografii bylo najimano 10 frakci po 1,5 ml
do mikrozkumavek. Z frakei 2 — 10 byly odebrany vzorky pro 15% (w/v) SDS-PAGE.
Po vizualizaci gelu (obr. 5.1) byly slouc¢eny frakce 2 — 10. Elektroforéza ukazala, ze
fuzni protein His-tag-FOXO4 byl exprimovan v dostateéném mnoZzstvi. Zdanliva
relativni molekulovd hmotnost (~17000) odpovida ocekavané relativni molekulové
hmotnosti exprimovaného proteinu (16578). Dale bylo zjisténo, ze dochazi k mirné
proteolytické¢ degradaci proteinu (slab4d zéna migrujici o néco rychleji nez kompletni

protein odpovida degradacnimu produktu).
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Obr. 5.1 Vizualizovanvy gel po 15% (w/v) SDS—PAGE provedené po niklové chelataéni

chromatografii. Do prvni jamky zleva bylo naneseno 12 pl standardu molekulovych

hmotnosti (relativni molekulova hmotnost jednotlivych fragmenti je vydélena faktorem
10°) a do dalsich jamek byly naneseny zleva vzorky z frakci 2 — 10. Vzorky nana$ené na
gel obsahovaly vzdy 5 pl roztoku proteinu odebraného z dané frakce po niklové
chelata¢ni chromatografii, 5 ul SDS vzorkového pufru a 10 pl ultra-¢isté vody. Celkovy

objem vzorku nandseného na gel byl 20 pl.

5.1.2 Kationtové vyménna chromatografie

Dal8im purifikaénim krokem byla kationtové vyménna chromatografie. Pti eluci
(obr. 5.2) byly jimany frakce po 1 ml do mikrozkumavek. Z frakci A5 — B1 byly
odebrany vzorky pro 15% (w/v) SDS-PAGE. Po vizualizaci gelu (obr. 5.3) byly
slouceny frakce A5 — B1. Z gelu na obr. 5.3 je ziejmé, ze doSlo ke zlepSeni Cistoty
proteinu. Nicméné stale se nepodafilo odstranit kontaminujici protein s relativni

molekulovou hmotnosti ~30000. Proto bylo nutné provést dalsi purifikacni krok.
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Obr. 5.2 Ziznam prubéhu eluce pii kationtové vyménné chromatografii. Modra linie

znaci zavislost absorbance pii vinové délce 280 nm na Case. Hnéda linie znaci zavislost
konduktivity na case. Zelena linie znaci teoreticky gradient iontové sily. Cervenou

barvou jsou oznaceny pozice jimanych frakci.
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Obr. 5.3 Vizualizovany gel po 15% (w/v) SDS-PAGE provedené po kationtové

vyménné chromatografii. Do prvni jamky zleva bylo naneseno 12 pl standardu

molekulovych hmotnosti (relativni molekulovd hmotnost jednotlivych fragmentl je
vydélena faktorem 10°) a do dalsich jamek byly naneseny zleva vzorky z frakci A5 —
B1. Vzorky nanasené na gel obsahovaly vzdy 5 pl roztoku proteinu odebrané¢ho z dané
frakce po kationtové vyménné chromatografii, 5 pl SDS vzorkového pufru a 10 pl ultra-

¢isté vody. Celkovy objem vzorku nanasené¢ho na gel byl 20 pl.
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5.1.3  Gelova permeacni chromatografie

Pied provedenim gelové permeacni chromatografie byl od proteinu FOXO4
odstépen His-tag (sekvence 6xHis) inkubaci s thrombinem pii 4 °C. Stépné misto pro
thrombin se nachazi mezi sekvenci His-tagu a proteinu FOXO4. K roztoku proteinu
bylo pfidano 3,75 U thrombinu na 1 mg fGzniho proteinu. Thrombin byl nasledné
odstranén na kolon¢ obsahujici benzamidin sepharosu. Nasledné byla provedena gelova
permeacni chromatografie.

Pti eluci pii gelové permeacni chromatografii (obr. 5.5) byly jimany frakce po
0,5 ml do mikrozkumavek. Z frakci A10 — B2 byly odebrany vzorky pro 15% (w/v)
SDS-PAGE. Po vizualizaci gelu (obr. 5.6) byly slouceny frakce A10 a All, které
obsahovaly Cisty protein, frakce A12 s malym podilem degradacnich produktii byla
zachovana samostatné a frakce B1 a B2 nebyly dale uchovavany, protoze obsahovaly
velké mnozstvi degradacnich produktd, které protein znehodnocuji. Bylo dosazeno

odstranéni proteinu s relativni molekulovou hmotnosti ~30000.

1Z S75 FOXO4 20112009:10_UV 1Z S75 FOXO4 20112009:10_Fractions 1Z S75 FOXO4 20112009:10_Logbook
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Obr. 5.5 Zaznam prubéhu eluce pii gelové permeadni chromatografii. Modra linie znac¢i

zavislost absorbance pii vinové délce 280 nm na Case. Cervenou barvou jsou oznaceny

jimané frakce.
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Obr. 5.6 Vizualizovany gel po 15% (w/v) SDS—PAGE provedené po gelové permeadni

chromatografii. Do prvni jamky zleva bylo naneseno 12 pl standardu molekulovych

hmotnosti (relativni molekulova hmotnost jednotlivych fragmenti je vydélena faktorem
10%) a do daldich jamek byly naneseny zleva vzorky z frakci A10 — B2. Vzorky
nanasené na gel obsahovaly vzdy 5 pl roztoku proteinu odebraného z dané frakce po
gelové permeacni chromatografii, 2,5 ul SDS vzorkového pufru a 5 pl ultra-Cisté vody.

Celkovy objem vzorku nanaseného na gel byl 12,5 pl.

5.2 Méreni DNA vazebné afinity FOX04 82-207

pomoci zmén stacionarni anisotropie fluorescence

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, jestli vazebna afinita DNA-vazebné
domény FOXO4 zavisi na obsahu A-T part v oblasti pfedchazejici hlavni vazebny
motiv. S timto mistem DNA by m¢l interagovat ohyb (kiidlo) W2 DNA-vazebné
domény. Ke stanoveni DNA vazebné afinity pfipravené DNA-vazebné domény FOXO4
byla pouZzita metoda zaloZend na meéfeni zmén staciondrni anisotropie fluorescence
fluoresceinem oznacenych molekul Flc-dsDNA. Na obr. 5.7, 5.8 a 5.9 jsou grafy
zavislosti F; (frakce Flc-dsDNA navazané na FOXO04) na koncentraci FOXO4 pro tfi

ruzné typy Flc-dsDNA lisici se sekvenci. Hlavni rozdil byl v obsahu A-T part v oblasti
piedchézejici hlavni vazebny motiv. Experimentalni hodnoty byly prolozeny pomoci

rovnice €. 4.
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Vazebné studie byly z ¢asovych divodi provedeny pouze jednou, nepocitame-li
optimalizacni experimenty. Dale bude nutné tyto vazebné experimenty jesté¢ n€kolikrat

opakovat.
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Obr. 5.7 Graf zavislosti frakce molekul Flc-dsDNA (#1) navazané na FOXO04 82-207

(Fg) na relativni koncentraci FOXO04 82-207 (C,, roxousr_207)- V grafu je uvedena

hodnota K, ziskana proloZenim ziskanych hodnot rovnici €. 4. Uvedena chyba je chyba

proloZeni. Sekvence Flc-dsDNA (#1) byla: Flc-5'-CTATGTAAACAAC-3'.
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Obr. 5.8 Graf zavislosti frakce molekul Flc-dsDNA (#2) navazané na FOXO04 82-207

(Fg) na relativni koncentraci FOXO04 82-207 (C., roxousz_207)- V grafu je uvedena
hodnota K, ziskana proloZenim ziskanych hodnot rovnici €. 4. Uvedena chyba je chyba

proloZeni. Sekvence Flc-dsDNA (#2) byla: Flc-5'-AAAAATAAACAAC-3'.
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Obr. 5.9 Graf zavislosti frakce molekul Flc-dsDNA (#3) navazané na FOXO04 82-207

(Fg) na relativni koncentraci FOXO04 82-207 (C., roxousz_207)- V grafu je uvedena

hodnota K, ziskana proloZenim ziskanych hodnot rovnici €. 4. Uvedena chyba je chyba

prolozeni. Sekvence Flc-dsDNA (#3) byla: Flc-5-CGCGGTAAACAAC-3'.

Ze ziskanych hodnot K, (a také vzhledem k tomu, Ze vazebné experimenty byly

provedeny pouze jednou) neni mozné fici, ze obsah A-T parti ma signifikantni vliv na

DNA-vazebnou afinitu piipravené forkhead domény FOXO4 k testovanym sekvencim

Flc-dsDNA.

43



6 DISKUZE

Protein FOXO4 je ¢lenem podskupiny "O" forkhead transkripcnich faktort.
Zastupci FOXO transkripcnich faktorti jsou velmi vyznamné vzhledem k jejich roli
v mnoha biologickych procesech, jako je napf. kontrola metabolismu, bunécné
proliferace ¢i ochrany proti oxidativnimu stresu. Predpoklada se také vliv FOXO
na délku zivota.

DNA-vazebna doména FOXO proteinii se vaze na sekvence obsahujici tzv.
hlavni forkhead vazebny motiv 5'-(A/C)AA(C/T)A-3". Kontakt FOXO s cilovou DNA
je zprostiedkovavan predevsim vodikovymi vazbami mezi aminokyselinami a-helixu
H3 a bazemi nukleotidli ve velkém zlabku DNA. DalSimi oblastmi forkhead domény,
které mohou vyznamné interagovat s DNA, jsou ohyby (tzv. kiidla) W1 a W2 a N-
koncovy segment. Tyto oblasti pfevazné interaguji s fosfatovymi skupinami cukr-
fosfatové kostry molekuly DNA. Uloha ohybu W2 pii vazbé na DNA je nejasna.
Funk¢ni studie potvrdily, Ze se na vazbé DNA podili. Proto byla navrzena hypotéza, ze
ohyb W2 interaguje s oblasti na 5’ konci vazebné sekvence, ktera je bohatd na A-T pary.
Ptedpoklada se, Ze DNA je v oblastech bohatych na A-T pary vice flexibilni. Tato
flexibilita by méla usnadiiovat interakci s ohybem W2.

Cilem této prace bylo pokusit se zjistit, zda obsah A-T parG v oblasti DNA
piedchézejici hlavnimu vazebnému motivu 5'-(A/C)AA(C/T)A-3', ovlivituje vazebnou
afinitu DNA-vazebné domény FOX0O4 k DNA. K méfeni vazebné afinity byla pouZita
metoda zaloZend na méfeni zmén staciondrni anisotropie fluorescence. Bylo provedeno
méfeni se tfemi riznymi Flc-dsDNA znacenymi na 5’ konci fluoresceinem liSicimi se
obsahem A-T part v oblasti pfed hlavnim vazebnym motivem. Za G¢elem tohoto méteni
byla exprimovana a purifikovana DNA-vazebna doména proteinu FOXO4. Purifikaci
bylo dosaZeno dostatecné Cistoty, ale bohuzel se ndm nepodafilo zabranit proteolytické
degradaci proteinu. Degradace probihala pravdépodobné od C-konce proteinu. C-konec
DNA-vazebné domény FOXO4 obsahuje velké mnozstvi kladné nabitych aminokyselin,
coz zpusobuje vEtsi nachylnost tohoto useku k proteolyze. Tato degradace je nepiizniva
predevS§im proto, Ze na C-konci DNA-vazebné domény se nachazi pravé ohyb W2,

jehoz vazbou na DNA se tato prace zabyva.
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M¢éfeni zmén stacionarni anisotropie fluorescence neukézalo vyznamné rozdily
ve vazebné afinit€¢ FOXO4 k testovanym sekvencim Flc-dsDNA o rGizném obsahu A-T

pari v oblasti predchazejici hlavni vazebny motiv. Ur€ené disociatni konstanty K,

jednotlivych komplexti Fle-dsDNA-FOXO04 82-207 nevykazuji zddnou tendenci a lze
je povazovat za piiblizné¢ shodné. Hypotéza piedpokladajici vyssi vazebnou afinitu
FOXO0O4 k DNA bohaté na A-T pary diky usnadnéni interakce ohybu W2 s flexibilnéjsi
DNA tedy nebyla potvrzena. Tato hypotéza tedy bud neplati a ohybu W2 interaguje
s DNA stejn¢ bez ohledu na mnozstvi A-T part v sekvenci, nebo se ndm tuto hypotézu
pouze nepodafilo potvrdit. Vysledky méfeni mohly byt ovlivnény degradaci DNA-
vazebné domény FOXO4, kterd pravdépodobné probihala od C-konce a zahrnovala
ohyb W2 nebo tim, Ze k méfeni byla pouzita pouze kratka Flc-dsDNA, ktera nemusi
veérné reprezentovat skutecnou DNA obsazenou v lidskych buiikach. Dale bude nutné
vazebné experimenty jesté nckolikrat opakovat (z ¢asovych divoda byly vazebné studie

provedeny pouze jednou, kdyZz nepocitdme optimalizacni experimenty).
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7 ZAVER

Byla exprimovana a purifikovina DNA-vazebna doména lidského forkhead
trakskripéniho faktoru FOXO4. Uspé&nost purifikace byla ovéfena pomoci
metody SDS-PAGE.

Byly stanoveny vazebné afinity DNA-vazebné domény FOX04 ke tfem riiznym
Flc-dsDNA liSicim se v obsahu A-T pari v oblasti pfed hlavnim vazebnym
motivem pomoci zmén staciondrni anisotropie fluorescence. Vysledky méteni

byly diskutovany.
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