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ABSTRAKT

Kalorimetrické metody sa vyuzivaju na Stadium mechanizmov regulacie a riadenia
biologickych procesov na molekularnej irovni. Izotermalna titra¢na kalorimetria sa pouziva
na sledovanie tepelnej vymeny pri molekulovych interakciach v prostredi s konstantnou
teplotou, vyuzivana je najma pre jej priamy pristup merania termodynamickych parametrov
spojenych s formaciou komplexov. Standardne sa metéodou ITC skiimaji biochemické
interakcie, ako su interakcie typu protein — protein, protein — ligand alebo enzym — substrat.
Ciel'om tejto prace bolo (I) osvojit’ si pracu s nano izotermalnym titraénym kalorimetrom,
(I) pripravit DNA-viazbovi doménu [l'udského transkripéného faktoru FOXO4
(FOXO04-DBD) a (I1) preskimat’ termodynamické aspekty interakcie medzi FOX0O4-DBD
a dvojvlaknovej molekuly DNA (dsDNA) obsahujucej $pecificky vdzbovy motiv. Protein
FOXO4 je jednym zo Styroch zastupcov ,,0% podskupiny forkhead transkripénych faktorov
FOXO, ktoreé hraju vyznamnu rolu v mnohych bunkovych procesoch, vratane onkogenézy,
alebo ochrany pred stresom a starnutim. Forkhead domeéna sa viaze na sekvenciu DNA
obsahujdcu vazbovy motiv 5-(A/C)AA(C/T)A-3' so stechiometriou 1:1. Vysledky tejto
prace potvrdili, Ze DNA-vizbova doména FOXO4 viaze Studovanti dSDNA s disocia¢nou
konstantou Kp = 3,58 - 107 mol-dm3. Okrem vézbovej afinity boli ziskané aj hodnoty pre

Standardna vdzbovu entalpiu a entropiu tejto interakcie.



ABSTRACT

Calorimetric methods are used to studying the mechanism of regulation and control
of biological processes at the molecular level. Isothermal titration calorimetry (ITC) is used
for monitoring the heat exchange of molecular interactions in an environment with constant
temperature. This method is also preferred because of its ability of direct measurement of
thermodynamic parameters associated with complex formation. ITC measures mostly the
energetics of biochemical reactions or molecular interactions protein—protein,
protein—ligand, or enzyme—substrate. Main goals of this bachelor thesis were: (I) to acquire
working skills with nano isothermal titration calorimeter; (1) to prepare the DNA-binding
domain of human transcription factor FOXO4 (FOXO04-DBD); and (1) to study
thermodynamic aspects of the interaction between FOX0O4-DBD and the double-stranded
DNA containing specific binding motif. FOXO4 protein is one of the four members
of a “O” subgroup of forkhead transcription factors FOX, which play an important role in
many cellular processes including stress resistance, age control and oncogenesis. Forkhead
DNA-binding domain  recognizes sequences containing the core  motif
5-(A/IC)AA(CIT)A-3" with the binding stoichiometry 1:1. Results of this bachelor thesis
show that FOXO4-DBD binds the double-stranded DNA with a dissociation constant
Ko = 3,58 - 1077 mol-dm™>. In addition, values of the standard enthalpy and entropy change

of this interaction were obtained as well.
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1 UvoD

Izotermalna titracnd kalorimetria je jednou z najrychlejSie sa rozvijajucich metod
skimania proteinov. V priebehu uplynulého desatrocia sa vyvinula z odbornej metddy
vhodnej na pozorovanie molekularnych interakcii a biologickych procesov v bunkéach na
Siroko vyuzitelny postup merania vsetkych typov interakcii proteinov.[! 1zotermalna
titracna kalorimetria je jedind metoda, ktora je momentalne schopnd merat’ nielen vizbovu
afinitu, ale aj zmeny dvoch termodynamickych veli¢in: entalpiu a entropiu.””) Nano
izotermalny titracny kalorimeter dokaze detegovat’ tepla v radoch nanoJoulov a tak
umoziuje priame meranie asociaénych procesov, ktoré vykazuji vel'mi malé teplotné
zmeny.!

Protein FOXO4 patri do skupiny forkhead transkripénych faktorov. Transkripéné
faktory su proteiny, ktoré sa podiel'aju na regulacii transkripcie génov. Prvym zistenym
nositelom forkhead proteinov bolo embryo Drozofily obycajnej (Drosophila
melanogaster), kde mutécia vo forkhead géne spdsobovala nespravne formovanie Criev
vV koneCnom embryondlnom vyvoji. Podla toho dostali transkripéné faktory svoje
pomenovanie forkhead (vidlicovita hlava).[

Podskupina forkhead transkripénych faktorov ,,O“ zahfiia Styri Cleny: proteiny
FOXO1, FOXO03, FOX04 a FOXO6, ktoré predstavuji vyznamnu sucast’ konzervovanych
motivov signalnej drahy spajajucej rastové a stresové signaly v transkripénej kontrole.
Protein FOXO04 je najmensi z FOXO podskupiny a obsahuje asi 500 zvyskov aminokyselin.
Z toho priblizne 110 aminokyselin vytvara S$pecificky DNA-vdzbovy motiv, ktory
rozpoznava sekvenciu DNA v tvare 5'- AAA CA -3

Cielom tejto bakalarskej prace bola purifikacia DNA-vézbovej domény proteinu
FOXO4 so sekvenciou aminokyselin 82 — 207 a pomocou metddy izotermalnej titraénej
kalorimetrie ziskat udaje doleZité pre pochopenie mechanizmu interakcie medzi
dvojvlaknovym retazcom DNA a proteinom FOXO4g2.207. Kalorimetria poskytuje Udaje

0 disociacnej konstante reakcie, o stechiometrii a o termodynamickych veli¢inach reakcie.



2 LITERARNY PREHUAD

2.1 Transkripcia

Génova expresia zahfia procesy veduce k transformacii genetickej informacie Useku
DNA do podoby finadlnej bunkovej Struktiry, napriklad proteinu. Prvym krokom je
transkripcia génov, biologicky dej prebiehajaci v jadre buniek. Pri transkripcii sa
dvojvlaknovy retazec deoxyribonukleovej kyseliny rozpleta rusenim vodikovych vézieb
a jedno vlakno (tzv. templat) vystupuje ako matrica pre pripajanie baz na principe
komplementarity. Produktom je nové vlakno RNA ako primarny transkript. Syntetizované
molekuly RNA sa dalej priamo podielaji na tvorbe proteinov. Z troch typov RNA
pritomnych v bunke je ribozomalna RNA (rRNA) najrozsirenejSia a jej ulohou je spajat’ sa
S proteinmi a vytvarat ribozomy, na ktorych nésledne prebieha génova translacia.
Messenger RNA (mRNA) zaistuje Specificki sekvenciu aminokyselin vytvarajacu dany
protein. Transferova RNA (tRNA) zarucuje pritomnost’ Specifickych aminokyselin
v spravnom poradi pri tvorbe polypeptidového retazca.l®

Transkripcia ma tri fazy — iniciéciu, elongéciu a terminaciu. Hlavnym enzymom,
ktory sa podiel’a na transkripcii genetickej informacie je RNA polymeraza. V eukaryotach
sa vyskytuje v troch roznych formach oznaCenych rimskymi cCislicami. DNA, ktoré
zabezpeduje kodovanie proteinu, prepisuje RNA polymeraza 11.189 V prvej inicia¢nej faze
transkripéné faktory a RNA polymeréza II pril'na k promotoru, sekvencii DNA oznacujicej
miesto zaciatku transkripcie. Nasledne polymeraza katalyzuje vytvaranie fosfodiesterovej
vézby medzi Castami ribonukleotidtrifosfatov a tym vytvara molekulu RNA. Druha
elonga¢na faza zahfia putovanie RNA polymerazy II po template v smere od jeho
3' konca po 5' koniec, ktord narusa vodikové vizby, ¢im sa duplex DNA dalej rozpleta.
Tretia terminac¢nd faza nastava, ak polymeraza natrafi na stop kodon, ktory vytvara trojica
nukleotidov a znaci koniec syntézy proteinu. Namiesto d’alsej aminokyseliny sa pripaja

molekula vody a vzniknuty polypeptidovy retazec sa uvoltuje.l® 7]
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2.2 Forkhead transkripcné faktory

Transkripéné faktory su proteiny, ktoré dokazu regulovat’ proces transkripcie.
V eukaryotickych bunkédch prebieha regulacia transkripcie pomocou navézovania
transkripénych faktorov na regulaéné iseky DNA. [l

Bazalne transkripéné faktory ovplyvituju RNA polymerazu Il a stavaju ju do
aktivnej konformécie. Nasledne rozpoznavaju miesta navazovania polymerazy Il a tym
navizuju na hlavny vizbovy motiv Specifickej DNA sekvencie, ¢asto lokalizované d’alej od
promotora.l®! Specialneho typu st aj forkhead box transkripéné faktory (FOX), ktoré boli
prvy krat identifikované v roku 1989 a nazov forkhead (vidlicovita hlava) ziskali podl'a
forkhead génu musky Drozofily obyc¢ajnej (Drosophila melanogaster), kde FOX
transkripény faktor ovplyviioval spravny vyvin vntornosti embrya. %

Proteiny z radu FOX netvoria velkt rodinu transkripénych faktorov, ale vyznacuji
sa zasadnou funk¢nou rozmanitost'ou. Délezitt funkciu vykazuji vo viacerych bunkovych
pochodoch, uplatituji sa najmd v bunkovom vyvoji, ovplyviiuji metabolizmus buniek,
proliferaciu (bunkovu multiplikaciu), diferenciaciu, apoptozu (bunkova smrt’), odolnost’
voci stresu a tumorogenéziu. FOX transkripéné faktory formuju uzavreta skupinu v rodine
,winged helix protein“ vd’aka ich $pecifickej aminokyselinovej sekvencii.l®!

V roku 1990 bola objavend DNA-vdzbova doména forkhead transkripénych
faktorov rozpoznavajuca sekvenciu DNA v tvare 5- AAA CA -3'. Forkhead doména je
tvorend priblizne 110 aminokyselinami tvoriacimi Spirdlovity retazec, ktory sa znaci aj ako
,okridleny*, kedZze dva cykloidy v proteinovej Strukture domény pripominaju motylie
kridla.l2o

Forkhead box transkripcné faktory zahritujii 18 podskupin, ktoré oznacuju pismena
A az R. Boli najdené a identifikované v mnohych zivo¢isnych druhoch, od kvasiniek az po

cicavce. Cudské forkhead proteiny maju viac nez 40 ¢lenov. [t
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2.3 FOXO transkrip¢né faktory

V sucasnosti je identifikovanych viac nez 100 proteinov patriacich medzi forkhead
box transkripéné faktory. Do podskupiny ,,O° patria Styri proteiny: FOXO1, 3, 4 a 6,
pdvodne identifikované v I'udskom sarkome. V suéasnosti je zistena pritomnost FOXO
proteinov v rdznych druhoch organizmov, u hlisty Caenorhabditis elegans, musky
Drosophila melanogaster, ryby Danio rerio, mysi, krysy i ¢loveka.[*?

FOXO proteiny sa zucastituja ddlezitych biologickych pochodov, st vyznamnou
stcastou ochrany proti oxidativnemu stresu, kontroluju bunkovy cyklus a metabolizmus,
diferenciaciu, apoptozu a podiel'aji sa na oprave chybnej sekvencie DNA. Prejavovanie
FOXO transkripcnych faktorov je vel'mi individudlne. Expresia génov FOXO1 prebieha
najmé v slezine a v tukovom tkanive, FOXO3 je pritomny v mozgu a srdci, protein FOX04
je exprimovany vo svaloch alebo v placente a FOX06 v mozgu.[*!l

FOXO transkripéné faktory su regulované protein-proteinovymi interakciami
a posttranslatnymi modifikaciami pri transporte z jadra do cytoplazmy. Regulacia
interakcie proteinov FOXO s DNA méze nastavat’ priamo posttranslaénymi modifikaciami

v mieste DNA-vizbovej domény, alebo vytvorenim $pecifického vizbového motivu. [

2.3.1 Struktira FOXO transkripénych faktorov

Forkhead doména FOXO transkripénych faktorov obsahuje asi 110 zvyskov
aminokyselin, ktorych Struktara uvedend na obrazku 2.1. Pozostava z troch a-helixov
s oznacenim H1, H2 a H3, Z troch B-$truktir s oznacenim S1, S2 a S3 a z dvoch $pirdlovitych
retazcov v tvare motylich kridel (wing) W1 a W2. Medzi helixami H1 a H2 je vlozené
vldkno B-struktary S1. VIakna S2 a S3 vytvaraju spolu s vlaknom S1 antiparalelny stoceny
B-list a spolu s retazcami W1 a W2 vytvaraju C-koniec. N-koncova ¢ast DNA-vazbovej

domény proteinu FOXO4 tvoria tri a-helixy.[10 14
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OBR. 2.1: Stuhové 3D reprezentacia DNA-vazbovej domény proteinu FOXO4g2-181.1%
Obrazok bol vytvoreny pomocou programu The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC.

2.4 Protein-DNA interakcie

Protein-DNA interakcie zabezpeCuju svojou jedine¢nostou mnoho biologickych
procesov a su zakladom genetickej regulacie. Proteiny viaziice DNA sa vyznacuji vysokou
Specifickostou, ¢o dokazuju aj rozne evoluéne konzervované DNA-vazbové domeény
charakteristické pre rézne skupiny proteinov. 28!

Protein-DNA interakcie st podmienené ich S$pecifickostou, ktord musia obe
makromolekuly dosiahnut’ vzajomnym prispésobenim sa, schéma mechanizmu
rozpoznavania DNA proteinom je uvedena na obrazku 2.2. Proteiny mézu rozoznavat’ tvar
DNA, s ktorou interaguju (tzv. rozpoznavanie tvaru), napriklad typ konformacie DNA,
pritomnost ohybov, ¢i inych deformacii, hydrata¢ny profil, alebo rozlozenie
elektrostatického potencialu. Proteiny d’alej rozoznavaju aj danu sekvenciu molekul DNA
priamo podl'a jej chemického zloZenia (rozpoznavanie baz pomocou vodikovych vézieb

a van der Waalsovych interakcif).[*®]
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[ Specifickost’ interakcie proteinu s DNA ]

A A

l Rozpoznavanie tvaru ’ ' Rozpoznavanie baz ’
—

A

l Lokalny tvar ‘l Globélnytvar][ Maly Zliabok I'{ Vel’ky Zliabok ‘

’ Slucka ; | Ohyb HVOdikové vazba] JVodikové vazba‘
] ® | _ .

[ R || Hydrofobny Hydrofobny ‘

| Maly zliabok | (| A-DNA H e ’ J e_fekt

’ Velky Zliabok ; | Z-DNA { Vodny mostik ‘

OBR. 2.2: Schéma mechanizmu rozpoznavania DNA proteinom. ¢!

Rozpoznavanie DNA umoznuji vdzbové motivy, ktoré st Specifickymi ¢ast'ami
Struktary DNA (lokdlne tvary), alebo motivy zahrnujuce celkovy tvar usporiadanych
Struktar makromolekuly DNA (globalne tvary). Slucka sa vytvara pri deformacii lokalneho
tvaru DNA na udrovni jednotlivych komplementarnych baz a vdaka tomu je lahko
identifikovatel'na pre protein. Maly zliabok je Cast DNA, ktora sa nachadza medzi
glykozidovymi vézbami na vnatornej strane komplementarnych baz, pri¢om vel’ky zliabok
sa nachadza na vonkajSej strane. A-DNA a Z-DNA vyjadruji rézne formy natocenia
dvojzavitnice.l!]

Vytvaranie vodnych mostikov vo velkom zliabku je spbsobené molekulami vody
nachadzajucimi sa v protein-DNA komplexoch, ktoré su pravdepodobne pozostatkami ich

solvataénych obalov, rozpadnutych pri interakcii.[*®!
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2.4.1 Interakcie FOXO proteinov s DNA

Forkhead doména FOXO transkripénych faktorov rozoznava DNA-vadzbovy motiv
so sekvenciou aminokyselin 5'- (A/C)AA (CIT)A -3, na ktory sa viaze ako monomér so
stechiometriou 1:1, stuhova reprezentacia komplexu DNA-vdzbovej domény proteinu
FOXO4 je znazornena na obrazku 2.3.1% Ich $pecifickost interakcie s DNA vyjadruje
rozoznavanie baz. Vytvaranim vodikovych vazieb sa a-helix H3 proteinu viaze na velky
zliabok v molekule DNA, pricom vytvorenu S$truktiru stabilizujd van der Waalsove
interakcie a vodné mostiky. Spiralovité retazce W1 a W2 interaguji $pecificky
a neSpecificky s malym i vel'kym zliabkom, ¢im vytvaraju d’alsiu vazbu forkhead domény,
ktora sposobuje ohyb molekuly DNA. Helix H3 je ovplyvneny ohybom DNA, ¢o sposobi
jeho vnorenie do zuZeného velkého Zliabku. N-koncova a C-koncova ¢ast’ DNA-vazbovej
domény proteinu zaist'uje dana Specifickost’ a je pri interakcii stabilizatorom vznikajuceho
komplexu.[*9

Presny mechanizmus interakcie medzi DNA a proteinmi FOXO rodiny je zatial
nejasny a je podrobovany intenzivnemu skumaniu, vyrieSené su krystalové Struktiry
DNA-vizbovych domén proteinov FOXO1, FOX03 a FOX04.[520.21]

)

OBR. 2.3:  Stuhova reprezentacia komplexu DNA-vdzbovej domény proteinu
FOXO04 a sekvencie dsDNA 5'- AAA CA -3'B! Obrazok bol vytvoreny
pomocou programu The PyMOL Molecular Graphics System, Version

1.5.0.4 Schrodinger, LLC.
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2.4.2 Metddy skimania protein-DNA interakcii

Interakcie proteinov s DNA st sucastou mnohych dolezitych biologickych
procesov. Ich mechanizmy su predmetom dnesnych vyskumov, ich $pecifickost’ umoznuje
skumanie roznymi metédami. Termodynamickd a kineticka analyza biomolekularnych
interakcii poskytuje detaily energetickych a dynamickych vlastnosti procesov
molekularneho rozpoznavania a struktary vznikajucich komplexov.?2 Medzi najéastejsie
pouzivané metody skimania protein-DNA interakcii patri metdda electrophoretic mobility
shift assay (EMSA), surface plasmon resonance (SPR), imunoprecipitécia, ¢i fluorescencia.
Dalsimi moznymi metédami pro $tadium protein-DNA interakcii su aj diferenéna
kompenzacné (DSC) a izotermalna titracna kalorimetria (ITC).

EMSA je metdda retardacie elektroforetickej pohyblivosti komplexov DNA-protein
v nativnych polyakrylamidovych géloch. Tato metéda je vhodnd najmé ako orientacné
porovnavanie DNA-vézbovej afinity réznych proteinov.

Imunoprecipitacia je imunochemickd metoda, pri ktorej nastava precipitacia
bielkoviny v lyzatnom pufri pomocou imunokomplexu. Pre $tadium interakcie medzi
proteinom a DNA sa pouziva chromatinova imunoprecipitacia.l?!

Fluorescencia predstavuje emisiu fotonu z elektronicky excitovaného stavu. Prechod
elektronu medzi excitovanym singletovym stavom a zdkladnym excitovanym stavom je
povoleny a prebieha mimoriadne rychlo. Mieru polarizacie fluorescencie vyjadruje
anizotropia, ktorej meranie umoziuje Studium biomembran, denaturdcie proteinov
a asociaénych rovnovah molekul. Protein-DNA interakcie sa sleduju meranim anizotropie
vdaka fluoroféru naviazanom na DNA.[24

SPR je metdda Casto vyuzivana pri merani molekulovych interakcii. Rezonancia
povrchového plazmonu je CiastoCne opticky a cCiastoCne elektricky jav, ktory vznikéd pri
odraze svetla na rozhrani kovu a dielektrika. Dopad svetelnych lucov pri ur¢itom uhle
spbsobuje prenos energie svetla na plazmony, ¢ize elektrony nachadzajiice sa na povrchovej
vrstve kovu. Tento prenos energie spbsobuje zmeny v uhle odrazu a poklesnutl intenzitu
odrazovych lucov. Protein-DNA interakcie sa sleduju metédou SPR vdaka linearnej

zavislosti medzi posunom uhla odrazu a koncentréaciou proteinov. 2!

16



Kalorimetria je fyzikalna metoda zaoberajuca sa meranim zmien tepla. Medzi
kalorimetrické techniky patri diferenéna kompenzacnd (DSC) a izotermdlna titracnd
kalorimetria (ITC). DSC je metdda merajuca rozdiely v dodanych energiach potrebnych na
ohrev pri zmene tepl6t vzorky a referenénej latky v zavislosti na teplote alebo Case, pricom
meniacu sa teplotu zaznamenava ako nezavisle premennu. Izotermalna titracna kalorimetria

prebieha vzdy pri konstantnej teplote.!

2.5 Izotermalna titra¢na kalorimetria

Kalorimetrické metody sa pouzivaji na urcovanie termodynamickych veli¢in od
roku 1960.2°1 Za posledné desatrodia sa izotermalna titraéna kalorimetria vyvinula zo
Specializovanej metody urcenej k pochopeniu molekulovych interakcii na rozSireny sposob
skimania vSetkych typov interakcii proteinov. ITC poskytuje priamu cestu k Uplnej

termodynamickej charakterizéacii proteinovych interakcii.[!!

OBR. 2.4: Nano Izotermalny Titratny Kalorimeter pouZivany na

meranie protein-DNA interakcii od firmy TA Instruments.
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Okrem uréovania vizbovych afinit reakcii, ITC sleduje aj zmeny entalpie a entropie,
ktoré mézu byt pouzité ako predloha pre molekulové modelovanie. Schopnostou merat
rozne energetické prispevky poskytuje kalorimetria prepojenie medzi pocitacovou
a experimentalnou analyzou. Vzhl'adom k presnosti, citlivosti a spolahlivosti jednotlivych
merani sa predpokladéa dolezita uloha tejto metddy vo vyvoji molekulového dizajnu lie¢iv.!?!

ITC meria energiu spojend s chemickou reakciou zmieSanim dvoch reaktantov.
Experiment prebieha postupnym pridavanim reaktantu zo strickacky vsadenej v byrete do
druhého reaktantu v cele pristroja, schéma izotermalneho titra¢ného kalorimetra je uvedena
na obrazku 2.5. Metdda pracuje na principe kompenzacie tepla, merany signal, Cize
odpoved’ pristroja je velkost' energie potrebnej k udrzovaniu konsStantného teplotného
rozdielu medzi celou s prebiehajiucou reakciou a referentnou celou. Zmena tepla, ktora

nastava po kazdej injektazi, je uréena plochou jednotlivych pikov.
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Zdroj pmidu pre celu so vzorkoun

Zdroj pmidu pre referentnl celn l—

Poditac

Injekeéna striekaclka

Chladié

Cela so vzorkou

Referentna cela

Kompenzator pridu pri spétnej vazbe I I

Sada termoclankov = . L

Mieéadielko

OBR. 2.5: Schéma izotermalneho titraéného kalorimetra.®! Pristroj obsahuje referentni
celu naplnend deionizovanu vodu, ktora ma po dobu celého merania konStantn(
teplotu 25 °C, pri ktorej je aj pristroj kalibrovany. Cela so vzorkou obsahuje
naviac malé mieSadielko nachadzajuce sa na konci strickacky, z ktorej sa pomaly
priddva do cely reaktant. Obe cely obklopuje kompenzator pradu a sada
termoclankov, ktoré sa starajii o udrziavanie teploty vzorky na 25 °C a vysielaju

signal o zmene tepla medzi jednotlivymi celami, ktory spracovava pocitac.F!
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3 CIELE PRACE

Teoretické 1 praktické osvojenie metddy izotermalnej titracnej Kkalorimetrie

s pristrojom NANO ITC - isothermal titration calorimeter od firmy TA Instruments.

Expresia a purifikacia DNA-vidzbovej domény l'udského forkhead transkripéného
faktoru FOXO4 (sekvencia 82-207).

Vyvoj a optimalizacia metody ITC pre stadium interakcie medzi dsSDNA a proteinom
FOXO4g2-207.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

1,4-dItIOtrertol .......coovveiiie e Carl Roth (Nemecko)
AMPICHTN ..o Sigma (USA)
B-merkaptoetanol ... Sigma (USA)

AZId SOANY .....oiiiiiiiieie e Sigma (USA)
bromfenolova modra............cccccevvieiiiieiieenn, Aldrich (Nemecko)
Coomassie Briliant Blue R 250 ............ccceevveee Lachema a.s. (CR)
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného ............ Lachema a.s. (CR)
dihydrogenfosfore¢nan draselny..............cc.cc.e... Lachema a.s. (CR)
DNA oligonukleotidy...........cccccoovvveiiieeeiiieecnnee. Lachema a.s. (CR)
EDT A e Carl Roth (Nemecko)
E17:1010) FOT Penta (CR)

GIYCEIOL. ..o Lachema a.s. (CR)
GIVCIN . Carl Roth (Nemecko)
hydroxid SOANY ......cvveeviieeiiiee e Lach-Ner, s.r.0. (CR)
chlorid draselny ........cccccovvveiiiiiiiic e, Lachema a.s. (CR)
chlorid sodNY .......ccoovvveiieece e Carl Roth (Nemecko)
IMIdAzol.......oooieeiee e Carl Roth (Nemecko)
IPTG et Sigma (USA)
IZOPIOPANOL.......vevvieeeeieieeeeeeeeeeeeee s Lachema a.s. (CR)
Kyselina CIitrONOVA ............ccovveviieeiiiec e Lachema a.s. (CR)
kyselina chlorovodikova ............cccoceeviieiinennnn, Lachema a.s. (CR)
Kyselina OCtOVA ........c.covvveiiiiiiieiieeie e Lachema a.s. (CR)
LB MEdium........cooviiiiiiiciieece e Carl Roth (Nemecko)
IYZOZYM oo Carl Roth (Nemecko)
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MELANOL ... Lachema a.s. (CR)

PMSF .. Sigma (USA)
SDS Sigma (USA)
TEMED ..o Carl Roth (Nemecko)
THIS e Carl Roth (Nemecko)

4.1.2 Pristroje

Centrifuga SIGMA 8K (rotor 12510-H).............. Sigma (Nemecko)
Centrifuga HERMLE Z323K........c.cccoviiiierienn, Hermle (Nemecko)
Centrifuga 5804 R (rotor A-4-44) ..........cccccu..... Eppendorf (Nemecko)
HPLC AKTA .. e Amersham Biosciences (Svédsko)
inkubator HT MURItron...........ccceveveviveiiecienene. Infors (Svajéiarsko)
inkubator Shaking Incubator NB-205................. N-Biotek (Korea)
laboratorne vahy HF-200g..........ccccovcveeiieeenen. And (USA)

magnetickda mieSacka Variomag Maxi, Komet.... Thermo Scientific (USA)
PEristalticka PUMPA ...........ccoveveeeeeeeeereeeeeiaa, IDEX (Svajéiarsko)

pH meter JenWay 3505..........ccccvvvveiiieiiiiiiiiinn, Felsted (Velka Britania)
sonikator Sonicator 3000 MiSONIX.............c.e...... Cole-Parmer (USA)
spektrofotometer Agilent 8453.............cccceeennee. Agilent (USA)

TermobloK ......ccoooiiviii Grant (Anglicko)

vertikalna polyakrylamidova elektroforéza......... BioRad (USA)

VOMEX ZX3..oeeiiiei e ciee e eee e ee e Velp Scientifica (Taliansko)
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4.1.3 Ostatny materiél

auUtomMatiCkeé PIPELY ......ccvvvverieiieiieeee e Eppendorf (Nemecko)
benzamidin-sepharosa..........cccoccveveiereeiiieennenn Amersham Biosciences (Svédsko)
centrifugacné skimavky..........ccccooviiiiiiiiinnen, Carl Roth (Nemecko)

Chelating Sepharose Fast Flow ...............ccc........ GE Healthcare (Svédsko)
dialyzacnd membrana (typ 27/32)..cccccccvvervnnenne. Carl Roth (Nemecko)

E. coli kment BL21(DE3).......cccocveiiiiiieiiieiene Stratagene (USA)

filtre SPARTAN 13/0,45RC.....ccceovvvviiiiiieeen, Whatman (Nemecko)

kolona Superdex 200 (10/300 GL) .....cccovvveeeene Amersham Biosciences (Svédsko)
koncentratory Amicon Ultra............cccocevveeninne. Millipore (USA)

Kremenne KyVety........cccoocevvieiiieiiciiie e Agilent (USA)

[aboratorne skIO...........ccceevvvevevereeeieseeeeeeens Simax (CR)

MIKFOSKUMAVKY ....covvvevviieieeeceesee e, P-Lab, a.s. (CR)

nylonové filtre (0,45 um) ....ccoeovvveiiiveeiiee e Whatman (Nemecko)

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

SP SEPNAroSe......cccvvveiiiec et Amersham Biosciences (Svédsko)
SEEEKACKY .vvv et et B. Braun (Nemecko)

Spi¢ky na automatické pipety .......cocveevivreervneennn. Axygen (USA)
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4.2 Expresia FOX04-DBD (sekvencia 82-207)

Expresia FOXO4 vychédzala z glycerolového zéasobnika E. coli, ktory obsahoval
300 pl glycerolu a 700 pl bakterialnej kultary E. coli BI21(DE3) s plazmidom pET15b so
zaklonovanym génom FOXO4g2-207.

Do troch pripravenych skimaviek sa pridalo 10 ul glycerolového E. coli zasobnika,
kazda skumavka pritom obsahovala 5 ml sterilného média podl'a Luria-Bertaniho (LB
médium) s pridanym ampicilinom o finalnej koncentracii 100 pg-ml . Vietky skimavky
sa nechali cez noc (15 hodin) trepat’ v trepacke s teplotou 37 °C pri 200 rpm. Narastena
kultdra v kazdej skiimavke sa postupne preniesla do troch pripravenych Erlenmayerovych
baniek, ktoré obsahovali 900 ml LB média s laboratornou teplotou a s pridanym
ampicilinom o findlnej koncentracii 100 ug-ml. V inkubacii bunkovych kultdr pri teplote
37 °C a 200 rpm sa pokracovalo, az kym opticka denzita (OD) nedosiahla hodnotu 0,8 cm™
pri vinovej dizke 600 nm. Nasledne sa zniZila teplota na 20 °C a pridal sa induktor IPTG
o finalnej koncentracii 1 mmol-dm™3. Kultiry so zahajenou proteosyntézou sa nechali cez
noc trepat’ pri 20 °C a 200 rpm. Na druhy den sa pokracovalo s centrifugéciou, kultdra sa
preliala do troch 900 ml kyviet, ktoré sa vlozili do centrifugy pri 4 °C a 3400 rpm, po dobu
20 minat. Kazda kyveta, obsahujiica pelety s baktériami, sa resuspendovala pomocou
intenzivneho miesania s priblizne 30 ml vychladeného lyza¢ného pufra, do celkového
objemu 100 ml. Do zhomogenizovanych roztokov bakteridlnych kultdr sa za staleho
mieSania pri teplote 4 °C pridal inhibitor proteaz SIGMAFAST S8830 vo forme tabletky,
rozpusteny v 1 ml destilovanej vody, d’alej inhibitor serinovych protedz, 1 ml 100 mM
zésobného roztoku PMSF v etanole s finalnou koncentraciou 1 mmol-dm= a 10 mg
lyzozgymu s finalnou koncentraciou 100 pg-ml*. Nasledne bola prevedena sonikacia pri
teplote 4 °C, kumulativny ON ¢as: 18 mintt, 15 sekiand ON / 30 sekdnd OFF, pri vykone
55 W. Za ucelom oddelenia sonikatu a buniek sa roztoky centrifugovali, 45 mindt pri teplote
4 °C a 14 500 rpm. Po ukonceni centrifugacie sa protein nachadzal v cytozolarnej frakcii

(supernatant) a takto pripraveny protein sa d’alej purifikoval.
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ZlozZenie pufrov:

10x PBS pufor

latka

NaCl

KCI

KH2PO4
Na;HPO4 - 2H,0
NaNs3

odmerané mnoZstvo
80g

29

2,49

14,4 g

0,49

Do objemu 1 | doplnené deionizovanou vodou.

pH upravené na hodnotu 7,4 pomocou 10 M NaOH.

Lyzaény pufor

latka
PBS

NaCl
BME

imidazol

odmerané mnoZstvo vysledna koncentracia
10 ml 10x PBS 1x

5,84 ¢ 1 mol-dm™3

27,8 ul 4 mmol-dm™3

0,014 g 2 mmol-dm™3

Do objemu 100 ml doplnené deionizovanou vodou.
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4.3 Purifikacia proteinu FOX04g,-207

4.3.1 Niklova chelata¢na chromatografia

Niklova chelatacnd chromatografia je fyzikalno-chemickd separacna metdda,
patriaca do skupiny afinitnych chromatografii. Jej podstatou je schopnost’ vytvarania
stabilného reverzibilného komplexu nikelnatych iénov a histidinu. Protein obsahuje
histidiny na jednom z jeho koncov vo forme pripojeného polyhistidin-tagu (6x His-tag).

Kolona niklovej chelatacnej chromatografie obsahovala ako nosi¢ Chelating
Sepharose Fast Flow. Nosi¢ prichytil Ni?* iény, na ktoré sa selektivne viazali molekuly
proteinu, zatial’ co ostatné molekuly kolonou prechadzali bez zachytdvania.

Koloéna naplnend sefar6zou bola pre zbavenie sa pripadnych necistot premyta
nasledujacimi roztokmi v danom poradi: 15 ml destilovanej vody, 15 ml roztoku Stripp,
20 ml destilovanej vody, 60 ml 0,1 M roztok NiSO4, 15 ml destilovanej vody, 15 ml pufra
E. Nasledne sa na kolonu naniesol purifikovany protein FOXO4s2-207 obsahujici His-tag.
Kolona s naviazanym proteinom bola d’alej premyta 50 ml vychladeného pufru E a 300 ml
vychladeného roztoku 10% pufra F v pufri E pre oddelenie slabsie a neSpecificky
naviazanych bielkovin. Ellcia proteinu bola prevedena 20 ml 75% pufrom F v pufri E,

frakcie boli zbierané do eppendorfiek s objemom 1,5 ml pri teplote 4°C.

ZlozZenie regenera¢ného roztoku Stripp:

latka vysledna koncentracia
NaCl 500 mmol-dm™3
EDTA 50 mmol-dm™
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ZloZenie pufrov pre niklovi chelata¢ni chromatografiu:

Pufor E:
latka odmerané mnoZstvo vysledna koncentracia
PBS 50 ml 10x PBS 1x
NaCl 14,6 g 0,5 mol-dm™3
BME 70 ul 2 mmol-dm™3
imidazol 0,035 g 1 mmol-dm=

Do objemu 0,5 | doplnené deionizovanou vodou.

Zlozeniel0x PBS pufra je na strane 25.

Pufor F:
latka odmerané mnoZstvo vysledna koncentracia
PBS 50 ml 10x PBS 1x
NaCl 14,6 ¢ 0,5 mol-dm™3
BME 70 pl 2 mmol-dm™3
Imidazol 20,4 g 0,6 mol-dm™3

Do objemu 0,5 I doplnené deionizovanou vodou.
pH upravené na hodnotu 9,0 pomocou koncentrovanej HCI.

Zlozeniel0x PBS pufra je na strane 25.
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4.3.2 Dialyza

Dialyza je metéda oddel'ovania jednotlivych latok podla velkosti ich molekul.

V procese purifikidcie proteinu sa vkladd roztok proteinu do dialyzacnej
polopriepustnej membrany, ktorej péry maju mensiu velkost’, ako je velkost” molekul
proteinu. Protein ostane uzavrety v membrane, ktora je umiestnena v dialyza¢nom pufi.
Molekuly mensie, ako je vel’kost porov v membrane, podliechaju samovol'nej difazii v smere
gradientu elektrochemického potencidlu cez polopriepustni membranu do dialyza¢ného

pufra. Protein je nasledne k dispozicii rozpusteny v prostredi pouzitého dialyza¢ného pufra.

ZloZenie dialyza¢ného pufra:

latka odmerané mnoZstvo vysledna koncentracia
kyselina citronova 10,5¢ 50 mmol-dm™3

EDTA 4ml0,5MEDTA 2 mmol-dm™3

DTT 0,319 2 mmol-dm™3

Do objemu 1 | doplnené deionizovanou vodou.

pH upravené na hodnotu 6,3 pomocou 10 M NaOH.

4.3.3 Kationovo-vymenna chromatografia

I6novo-vymenna chromatografia je metéda oddelovania molektl podla ich
kladného alebo zaporného povrchového naboja. Molekuly proteinov sa zna¢ne lisia vo
vlastnostiach jednotlivych nabitych skupin a vykazuja rézne stupne interakcie s nabitymi
chromatografickymi médiami podl'a rozdielov v povrchovom rozloZeni a hustote naboja.
V kolone pouZivanej na katidnovo-vymenni chromatografiu sa na nosi¢i nachadzaju
elektrostaticky viazané kationy, ktoré sa v procese vymeny reverzibilne nahradzaji
kationmi z privadzaného roztoku proteinu. Kladny naboj proteinu je zabezpeceny

v prostredi pufra, ktorého pH je niZsie ako pl proteinu.
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Protein FOXO4s2-207, S teoretickou hodnotou pl = 10,53 bol rozpusteny v prostredi

pouzitého dialyza¢ného pufra, ktorého pH bolo cielene upravené na 6,3. Nasledne bol

protein pocas katidonovo-vymennej chromatografie zachyteny v koléne Superdex 200, ktora

bola premytd a ekvilibrovand pufrom E. Eluovanie proteinu z kolony bolo dosiahnuté

stupajucim gradientom i6novej sily po privedeni pufra F, obsahujuceho sol’.

ZlozZenie pufrov pre katiénovo-vymennu chromatografiu:

Pufor E:
latka odmerané mnozstvo
kyselina citronova 5,26 ¢
EDTA 1ml05MEDTA
DTT 0,154 g

Do objemu 0,5 I doplnené deionizovanou vodou.

pH upravené na hodnotu 6,3 pomocou 10 M NaOH.

Pufor F:
latka odmerané mnozstvo
kyselina citronova 5,26 g
EDTA 1ml0,5MEDTA
DTT 0,154 g
NaCl 29,22 g

Do objemu 0,5 I doplnené deionizovanou vodou.

pH upravené na hodnotu 6,3 pomocou 10 M NaOH.

vysledna koncentracia
50 mmol-dm™3
1 mmol-dm™3

2 mmol-dm™

vysledna koncentracia
50 mmol-dm™3

1 mmol-dm™3

2 mmol-dm3

1 mol-dm™
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4.3.4 Gélova permeacna chromatografia

Gélova permea¢na chromatografia (Size Exclusion Chromatography) je metdda
oddelovania molekul na z&klade ich hydrodynamického objemu. Jej podstatou je v kolone
prebiehajuca difdzia molekdl rozpustenej latky do zrnitého pérovitého gélu. Latky, ktoré
maju vicsie molekuly, ako je vel'kost’ porov gélu, sa kolonou pohybuji bez prekazok a st
vyeluované ako prvé. Na druhej strane menSie molekuly st zadrzované pormi gélu a preto
sa v kolone pohybuju najpomalsie.?”)

Gélova permeacna chromatografia proteinu FOXO4 bola prevedena v pritomnosti
dvoch roznych pufrov s oznac¢enim pufor I a I, pricom pufor I obsahoval Tris-HCI a pufor
Il PBS. ZloZenie pufrov je uvedené nizsie.

Roztok proteinu FOXO4s,-207 bol zakoncentrovany na objem 1,5 ml a prefiltrovany
na filtri s velkostou poérov 0,45 pum. Néasledne bol podrobeny gélovej permeacnej
chromatografii pre odstranenie neziaducich zostatkov inych bielkovin a necistot. Bola
pouzita kolona Superdex 200, premyta a ekvilibrovana pufrom | alebo Il. Protein bol teda

rozpusteny v prostredi daného pufra a nasledne pripraveny na meranie.
ZloZenie pufra pre gélova chromatografiu a ITC:

Pufor I (Tris-HCI):

latka odmerané mnoZzstvo vysledna koncentracia
Tris-HCI pH 7,5 20 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5 20 mmol-dm3
NacCl 5849 100 mmol-dm™

Do objemu 0,5 I doplnené deionizovanou vodou.
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Pufor 11 (PBS):

latka odmerané mnoZstvo
NaCl 8¢

KCl 02g

KH2PO, 0,24 g

Na,HPO, - 2H,0 1,44 g

NaN3 0,04 g

Do objemu 1 | doplnené deionizovanou vodou.

pH upravené na hodnotu 7,4 pomocou 10 M NaOH.

4.3.5 SDS-PAGE

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) patri
medzi elektromigracné separacné analytické metddy, ktorej princip je zalozeny na
rozdielnej migracnej rychlosti elektricky nabitych cCastic v elektrickom poli. Rychlost’
pohybu molektl priamo zavisi na velkosti ich naboja a nepriamo na velkosti ich castic.
Polyakrylamidovy gél zabezpecCuje gélova filtraciu, ktord usmeriiuje a rozdeluje pohyb
roznych typov molektl podl'a ich tvaru a velkosti v prostredi gélu. SDS, ¢ize dodecylsulfat
sodny, je molekula schopna vytvarat’ zaporny naboj v proteinoch a to spésobom denaturécie
proteinu. Terciarna Struktira bielkovin je =zavisld na priestorovom usporiadani
polypeptidového retazca, ktoré sa ale v pritomnosti molekdl SDS meni vytvaranim
komplexu protein-SDS. Tato zmena nasledne spdsobuje, ze zaporny elektricky naboj
molekuly SDS je prideleny 1 proteinu, pricom v pritomnosti elektrického pol'a sa takto
nabité proteiny pohybuja priblizne rovnakou rychlostou a rozlisuje sa len ich schopnost’
pohybu medzi ¢asticami gélu.?®!

Pohyb velkych molekul je znaéne obmedzeny prekdZkami v podobe Castic gélu,
naopak malé molekuly sa dokédzu pomerne rychlo pohybovat’ aj medzi inymi Casticami.

Napaétie v priebehu elektroforézy ¢inilo 180 V, pouzival sa zavadzaci 5 % separacny
15 % polyakrylamidovy gél, ktorého vel'kost’ porov umoziovala dostato¢ny pohyb molekul
proteinu.
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Analyza SDS-PAGE bola pouzita na vizualizaciu degradacie proteinov, a to po
kazdom kroku zahfiiajicom metédu chromatografie v purifikaCnom procese proteinu.
Z danych frakcii sa odobralo 20 pl vzorky a pridalo sa k nim 5 pl vzorkovacieho pufra.
Nésledne bolo potrebné zahriatie zmesi na 100 °C, dopoméhajic degradacii proteinu a tym
padom i l'ahsieho navizovania SDS. Pre identifikaciu molekulovych hmotnosti proteinu sa
vzdy ako prvy nanasal Precision Plus Protein Dual Color Standard, ktory obsahoval Useky
s relativnymi molekulovymi hmotnostami 250-10%, 150-10%, 100-10% 75-10% 50-103,
37-10%, 25-10%, 20-10% 15-10% a 10-10% Po ukonéeni elektroforézy sa pre vizualizaciu
proteinov gély inkubovali po dobu 10 minat pri zvySenej teplote v roztoku obsahujicom
farbivo Coomassie Briliant Blue R 250, po ¢om nasledovala inkubacia v odfarbovacom

roztoku pri zvysenej teplote po dobu jednej hodiny.

Zlozenie vzorkovacieho pufra:

latka odmerané mnoZstvo
1 M Tris-HCI, pH 6,8 0,6 ml

50% glycerol 5mil

10% SDS 2 mi

BME 0,5ml

1% bromfenolova modra 1ml

deionizovana voda 0,9 mi

ZloZenie zavadzacieho gélu:

latka odmerané mnozstvo
Rotiphorese Gel 30 0,500 ml
pufor pro zavadzaci gél 1,000 ml
deionizovana voda 2,250 ml
10% (w/v) APS 0,045 mi
TEMED 0,005 ml
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ZlozZenie pufra pre zavadzaci gél:

latka odmerané mnoZstvo
1 M Tris-HCI, pH 6,8 50 ml
10% SDS 4 ml

Do objemu 100 ml doplnené deionizovanou vodou.

ZloZenie separa¢ného gélu:

latka odmerané mnoZstvo
Rotiphorese Gel 30 6,000 ml
pufor pre separacny gél 3,000 ml
deionizovana voda 2,880 ml
10% (w/v) APS 0,100 ml
TEMED 0,012 mi

ZlozZenie pufra pre separacny gél:

latka odmerané mnozZstvo
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 75 ml
10% SDS 4 ml

Do objemu 100 ml doplnené deionizovanou vodou.

Zlozenie elektroforetického pufra:

latka vysledna koncentracia
Tris-HCI, pH 8,3 50 mmol-dm™3

glycin 385 mmol-dm™

SDS 0,1 %
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Zlozenie farbiaceho roztoku:

latka odmerané mnoZstvo
Coomassie Briliant BlueR250 1g

metanol 450 ml

kyselina octova 100 ml

Do objemu 1 | doplnené deionizovanou vodou.

ZlozZenie odfarbujuceho roztoku:

latka odmerané mnoZstvo
metanol 100 ml
kyselina octova 100 ml

Do objemu 1 | doplnené deionizovanou vodou.

4.3.6 Meranie koncentracie proteinov vo vzorke

Pritomnost’, Cistota a priblizné mnozstvo proteinu bolo skontrolované analyzou
SDS-PAGE, koncentrécia proteinu vo vzorke sa stanovovala metédou merania absorbancie,
vyuzivajic Lambert-Beerov vzt'ah. Uzity molarny absorpény koeficient proteinu bol zisteny
pomocou programu ProtParam na stranke www.expasy.org. Absorbancia vzorky sa merala
spektrofotometricky pri vinovej dizke 280 nm, referentn vzorku predstavoval pufor I,
pripadne Il pre gélovu permea¢ni chromatografiu a ITC, v ktorom bol protein po poslednom

kroku v purifikaénom procese rozpusteny.
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4.3.7 Priprava dsDNA z oligonukleotidov

Pouzité oligonukleotidy

IRE-1: 5- CTATCA AAA CAA CGC -3'
IRE-2: 5-GCG TTG TTT TGA TAG -3'

Synteticky vyrobené jednovlaknové retazce DNA sa rozpustili v pufri I, pripadne |1
pre gélovi chromatografiu a ITC na finalnu koncentraciu dsDNA 2 mmol-dm=,
Denaturacia rozpustenych oligonukleotidov sa dosiahla zahriatim na 100°C po dobu 30
minat, ndsledné naviazanie dvoch komplementdrnych retazcov prebiehalo pomalym
chladnutim. Skuto¢na koncentracia dsDNA sa stanovovala spetrofotometricky podla
Lambert-Beerovho zdkona, molarny absorpény koeficient dvojvlaknovej DNA pri vinovej
dizke 260 nm sa zistil pomocou softvéru IDT Integrated DNA Technologies na internetovej
stranke www.biophysics.idtdna.com. Referentnou vzorkou bola vzorka pufra I, pripadne 11

pre gélovl permeac¢nt chromatografiu a ITC, v ktorom boli oligonukleotidy rozpustené.

4.3.8 Meranie vazbovej afinity proteinu FOX0O4g;-207

a DNA pomocou ITC

Izotermalna titra¢na kalorimetria meria tepelnd energiu spojend s interakciou dvoch
zloziek, ktoré spolu tvoria komplex. V momente ich interakcie dochadza k uvolneniu alebo
spotrebe tepla, ktoré meriame pomocou kalorimetra. VVazbové procesy, ktoré vznikaju v cele
pri kazdom vstreknuti reaktantu umiestneného v strickacke, spdsobuju zmenu vo vézbovom

teple gi po i-tej injektazi, ktoré sa vypoéita podla vztahu: 12!
qi = v AHyps  AL; 1)

kde v je objem cely, v ktorej sa reak¢na zmes nachadza, AHoss predstavuje entalpiu
vznikajucej viizby a AL; oznaduje zmenu koncentracie ligandu po i-tej injektazi.l!
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Uvolnujuce sa teplo z interakcie medzi proteinom a DNA sa pohybuje v rddoch
mikrojoulov, aj preto je nutné dosledne ustalit zakladnd liniu (tzv. baseline). Cistota
véazbovej cely a strickacky kalorimetra sa testuje skasobnou titraciou vody, priCom sa v cele
aj Vv strickacke nachadza deionizovana voda. V tomto pripade sa teda meria zried'ovacie
teplo molekdl H20 a podra kolisania signalu z kalorimetra sa overuje funk¢énost’ pristroja.
Pred samotnym meranim je potrebné zbavit' reaktanty pevnych (napriklad prachovych)
Castic centrifugaciou pri vysokych otackach a na zabrénenie tvorby bublin je nutné
odplynenie.

Metdda izotermalnej titracnej kalorimetrie pozostiva z dvoch krokov.
Temperovanie vzoriek na jednotnu teplotu a ustélenie zakladnej linie v rozmedzi
nastavenych parametrov pre relativne odchylky je nasledované meranim hodnét reakéného
tepla pri priame;j titracii. Do cely bolo vstreknutych 250 pl roztoku DNA v pufri I, pripadne
Il pre gélovu chromatografiu a ITC, strickacka pre izotermalnu titraénu kalorimetriu
obsahovala 50 pl proteinu FOXO4g-207 rozpusteného v pufri I, pripadne Il pre gélovi
chromatografiu a ITC. Na konci titracie sa molarny pomer DNA ku proteinu zvolil 2:1,
koncentra¢ny rozsah pre protein FOXO4sg2.207 bol 0,300 mM — 0,900 mM a pre dsDNA
0,010 mM — 0,200 mM.

4.3.9 Ionizacna entalpia pouzitych pufrov

Izotermalna titra¢na kalorimetria je citliva metoda zachycujlca i rézne protoniza¢éné
deje prebiehajuce v cele. Pri vyhodnoteni vplyvu protonizadcie na zmenach tepla
protein-DNA interakcii sa musi brat’ do ivahy najméa povaha pouzitého pufru.

V pripade ak su vznikajice vazby medzi molekulami spojené so zmenou stavu
protonizécie systému, namerany teplotny signal obsahuje i tepelna zlozku zmeny ioniza¢nej
energie pufra. Ak vytvorenie novej vizby zmeni protoniza¢ny stav vol'ného alebo viazaného
ligandu ¢i komplexu makromolekuly, dojde k prenosu protonu z pufra, pocet tychto
proténov oznacuje ny*.1?! V dosledku toho bude zmena tepla z protonizéacie prispievat’
k celkovej zmene tepla vazby interakcie a celkovd (pozorovatena) vézbova entalpia

interakcie AHobs bude zavisiet’ aj na ionizaénej entalpii pufra AH;.12% 30311
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AH,ps = AH + ny+AH, )

Na sledovanie vplyvu ionizécie pufra na interakciu proteinu FOXO4g2207 S dASDNA
boli pouzité dva rozdielne pufre, pufor Tris-HCI s vysokou ioniza¢nou energiou (49,75

kJ-mol™') a pufor PBS s nizkou ioniza¢nou energiou (5,12 kJ-mol!).B!

4.3.10 Vyhodnotenie vysledkov merania

Metddou izotermalnej titracnej kalorimetrie ziskame experimentdlne hodnoty rady
termodynamickych parametrov: rovnovazna konstanta K, reakénej entalpic AH, Gibbsovej
energiec AG, reak¢nej entropie AS a hodnoty parametru n (3), ktory vyjadruje pomer
naviazania DNA na protein Prot. Na vyhodnotenie zmeranych hodnét sa pouzival

tzv. Independent Site Model, ktory vyhovoval chemickej rovnici: 2]

DNA + Prot 2 DNA-Prot (3)
_ DNA .
n= Prot @)

Pripad, kedy sa na proteine nachadza jedno vézbové miesto, na ktoré sa naviaze jedna
molekula DNA, zodpoveda interakcii medzi proteinom FOXO4g2-207 a dSSDNA. Rovnovazna

konstanta danej chemickej reakcie je dana podielmi rovnovaznych koncentracii: [2°!

B [DNA-Prot]
~ [DNA][Prot] (5)

priCom rovnovazna konStanta ostdva pocas experimentu rovnakd, zatial ¢o rovnovaZne
koncentracie sa s prebiehajlcou titraciou neustale menia, popisujic celkové koncentracie
proteinu a DNA.[?]
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cp = [Prot] + [DNA-Prot] ©)
cpna = [DNA] + n[DNA-Prot] 7)

. [DNA-Prot] .
~ (cp — [DNA-Prot])(cpna — n[DNA-Prot]) (8)

Po predpoklade, Ze experiment prebiecha za konStantného atmosférického tlaku, je pre

produkované alebo spotrebovavané teplo platny vztah: (261

Aq = v-AH - n- [DNA-Prot] 9)
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5 VYSLEDKY

5.1 Expresia FOX04g2_207

Expresia a purifikicia DNA-vizbovej domény l'udského forkhead transkripéného
faktoru FOX04g2-207 boli vy¢lenené ako jeden z ciel'ov bakalarskej prace.

Protein FOXO4s2.207 sa exprimoval podl'a uvedeného postupu ako fuzny protein
s His-tagom na N-konci.

5.2 Purifikacia FOX04s, 207

Purifikacia proteinu FOXO4g-207 pozostava z troch ¢iastkovych procesov: niklova
chelata¢na chromatografia, kationovo-vymennd chromatografia a gélova permeacna
chromatografia. Zadmerom jednotlivych purifikaénych krokov v danom poradi bolo ziskat
z troch litrov bakterialnych kultar protein FOXO4g,-207 S dostatoénym vytazkom a ¢istotou,
¢o bolo sledované pomocou 15% SDS-PAGE.

5.2.1 Niklova chelata¢na chromatografia

Kolona niklovej chelatacnej chromatografie obsahovala 5 ml Chelating Sepharose
Fast Flow. Elucia proteinu prebichala gravitaéne, do mikroskumaviek bolo zbieranych
12 frakcii po 1,5 ml. Z frakcii 3-11 boli odobrané vzorky na elektrolyzu SDS-PAGE a po
analyze gélu (Obr. 5.1) boli zlu¢ené frakcie 3-8, s ktorymi bola nésledne prevedena dialyza.
Elektroforéza dokazala pritomnost” proteinu FOXO4sg2-207 S dostato¢nym vytazkom, ¢o
ukazala relativne velka Sirka jednotlivych pasov. Odpoveda aj relativna molekulova
hmotnost’ — z grafu vy¢itana hodnota Standardu 17000 ku skuto¢nej molekulovej hmotnosti
proteinu 16578. SDS-PAGE odhalila aj degradaéné produkty purifikacie, ktoré pri

elektroforéze putuju pomalsie a nach&dzaju sa vo vrchnej Casti gélu.
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OBR. 5.1: Vizualizacia gélu po SDS elektroforéze. Do prvej jamky zl'ava
bolo nanesenych 10 pl Standardu molekulovych hmotnosti (st),
ktoré s vizualizované a popisané v obrazku, pricom hodnoty
relativnych molekulovych hmotnosti su v tisicoch. Do druhej az
desiatej jamky boli nanesené frakcie 3-11 z niklovej chelata¢nej
chromatografie, v zlozeni 15 pl vzorky proteinu z danej frakcie

a 5 ul farby.

5.2.2 Kationovo-vymenna chromatografia

Na kationovo-vymennu chromatografiu sa pouzivala kolona naplnena SP Sefardzou
S objemom 20 ml, maximalnym prietokom 1 ml/min. Objem kaZzde;j frakcie bol 0,5 ml, do
mikroskumaviek bolo zbieranych 18 frakcii. Elektroforéza SDS-PAGE (Obr. 5.3) ukazala,
7e protein FOXO4g2207 sa nachadzal vo frakciach A6-B2. Cistota proteinu sa vyrazne

zlepsila.
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OBR. 5.2: Chromatogram priebehu kationovo-vymennej chromatografie. Zavislost’
eluovaného objemu V (ml), na absorbancii A (mAU). Modra linia znazornuje

zavislost’ absorbancie pri 280 nm na vyeluovanom objeme. Cervena farba
urcuje zbierané frakcie.
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OBR.5.3:  Vizualizacia gélu po SDS elektroforéze. Do prvej jamky zl'ava
bolo nanesenych 10 ul standardu molekulovych hmotnosti (st).
Do druhej az desiatej jamky boli nanesené frakcie AS5-Bl
z kationovo-vymennej chromatografie, v zlozeni 15 pl vzorky

proteinu z danej frakcie a 5 pl farby.

5.2.3 Gélova permeac¢na chromatografia

Na gélovi permeacnt chromatografiu sa pouzivala kolona Superdex 200 s objemom
24 ml a maximalnym prietokom 0,5 ml/min. Objem kazdej frakcie bol 0,5 ml, do
mikroskumaviek bolo zbieranych 30 frakcii. Elektroforéza SDS-PAGE (Obr. 5.5) ukazala,
ze protein FOXO4g2.207 Sa nachadzal vo frakciach B8-C4. Necistoty uz neboli d’alej

pritomné, ale elektroforéza odhalila ¢iastocnt degradaciu proteinu v purifikaénom procese.
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OBR. 5.4: Chromatogram priebehu gélovej permea¢nej chromatografie. Zavislost
eluovaného objemu V (ml), na absorbancii A (mAU). Modra linia znazorfuje

zavislost’ absorbancie pri 280 nm na vyeluovanom objeme. Cervena farba

urcuje zbierané frakcie.
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OBR. 5.5:
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Vizualizacia gélu po SDS elektroforéze. Do prvej jamky zl'ava

bolo nanesenych 10 ul standardu molekulovych hmotnosti (st).

Do druhej az desiatej jamky boli nanesené frakcie B7, B8, B9,

B10, B11, C1, C2, C3 a C4 v tomto poradi z gélovej permeacnej

chromatografie, v zloZeni 15 ul vzorky proteinu z danej frakcie

a 5 ul farby.

5.2.4 Vytazok purifikacie proteinu FOXO4g;-207

Cistota

purifikécie

proteinu  FOXO4g2207 sa  vizualizovala

SDS-elektroforézy (Obr. 5.5) po poslednom purifikacnom kroku.

pomocou

Vytazok sa stanovil spektrofotometricky podl'a Lambert-Beerovho zéakona

zmeranim absorbancie:

A (FOXO482-207) = 5,8
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Hmotnost’ ¢istého proteinu FOXO4g2-207:
m (FOXO4g2-207) = 3 mg
Zo Siestich litrov LB média sa ziskali 3 mg FOXO4-DBD s dostato¢nou ¢istotou pre d’alSie

experimenty.

5.3 Vyvoj a optimalizacia merania vazby FOXO4 na

dsDNA pomocou ITC

Hlavnym ciel'om bakalarskej prace bolo teoretické i praktické osvojenie metody
izotermalnej titracnej kalorimetrie. Pouzivany kalorimeter: NANO ITC - isothermal
titration calorimeter od firmy TA Instruments, sa riadil softvérom Nano ITC Run Software
v2.1.7, nazbierané hodnoty sa vyhodnocovali softvérom NanoAnalyze Software v2.3.6.

Optimalizacia metody ITC pre meranie interakcii medzi FOXO4g2-207 @ dSDNA
prebiehala postupne volenim réznych koncentracii DNA i proteinu, volenim rézneho
objemu a poctu injektazi a ¢asu medzi jednotlivymi injektaZami. TaktieZ sme zistovali
vplyv ionizaénej entalpie pufra, v ktorom boli protein i DNA rozpustené, na ITC merania.
Boli testované dva pufiry, ktoré sa vyrazne lisia ionizaénou entalpiou: PBS (5,12 kJ-mol™?)
a Tris-HCI (49,75 kJ-mol™)B, Vhodny koncentraény rozsah pre protein FOXO4g2-207 Sa
stanovil na 0,600 mM — 0,900 mM, pre dsDNA 0,060 mM — 0,150 mM. Najlepsie vysledky
merani sa dosiahli pri objeme injektazi stanovenom na 2,5 pl s 20 nastrekmi a ¢asovom

odstupe 350 sekund.

5.3.1 Kontrola pristroja

Funk¢nost, presnost a Cistota pristroja sa dokazovala pomocou titracie
deionizovanej vody. Do cely bolo vlozenych 250 — 300 ul filtrovanej deionizovanej vody,

do striekacky sa nabralo 50 ulL
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Problémy s ustalovanim baseline indikovali najmi zvysky latok a Castic v cele

z predchadzajucich merani, ¢o sposobovalo nedostato¢né preplachovanie. Ked’Ze Nano

izotermélna titra¢na kalorimetria je vel'mi citlivd metdda, cela aj ihla sa preplachovali 4 M

hydroxidom draselnym a vel’kym mnozstvom deionizovanej vody.

15065
1'.-'.?-'21-._
159.':\-._
'1}.“ [
?_ 156,60 {
E 1568
,Tl:f: [
= :
- 5560 4
%-. 15660 M
155054
L
1l3£-|'x'|-_
16005 {
|-:r-|:|-:
l.i =00 . N0} 1504 it ]
Cas (s)
OBR. 5.6: Graficke zobrazenie izotermélnej titracie deionizovanej vody pri

probléme s nedistotami v cele. Na zaciatku titracie je zrejma pritomnost’
necCistot, ktoré spdsobuju neznamy endotermny proces. V cele sa nachadzalo
250 pl a v striekacke 50 pl deionizovanej vody. Titracia prebiehala pri teplote
25 °C, baseline sa ustalovala po dobu 120 minuat. Prva injektaz mala objem
2 ul, dalsie injektaze mali objem 4 pl. Casovy odstup medzi jednotlivymi
injektazami bol 200 sekind, baseline sa pred titrdciou zaznamenavala

200 sekiind. Modra linia znaci baseline a v momente injektdze vytvara kruzok.
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OBR.5.7: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie deionizovanej vody
s bezproblemovym priebehom. V cele sa nachadzalo 250 pl a v strieckacke
50 ul deionizovanej vody. Titracia prebiehala pri teplote 25 °C, baseline sa
ustalovala po dobu 30 minut. Vietky injektaze maju objem 4 pl. Casovy
odstup medzi jednotlivymi injektdzami bol 150 sekind, baseline sa pred
titraciou zaznamenavala 250 sektind. Modra linia znaci baseline a v momente

injektaze vytvara krazok.

5.3.2 ITC meranie vdazby FOXO04-DBD na DNA v pufre
Tris-HClIspH 7,5

Merania interakcie DNA-vazbovej domény proteinu FOX04 a dsDNA na
izotermalnom titranom kalorimetri boli prevedené pri teplote 25 °C, na ktorl je pristroj
kalibrovany. Cela pristroja mé objem 183 ul a pri titrovani musi mat’ v nej nachadzajuci sa

reaktant 6 az 8 krat vacsiu koncentraciu, ako reaktant umiestneny v 50ul striekacke.
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Teplota rozpadu dsDNA je 31 °C a je teda blizka teplote merania. Aby sa
minimalizoval rozpad dvojvldknovej Struktiry na jednotlivé vldkna, pre umiestnenie DNA
bola zvolend cela, kde si makromolekuly nizko koncentrované a rozptylené vo velkom
objeme. Pocas merania bolo aktivne miesanie cely rychlostou 250 otd¢ok za minutu
pomocou tzv. miesadielka umiestneného na konci ihly.

Pri samotnych merani interakcie proteinu FOXO4 s DNA nastalo niekolko
problémov. Najvaznejsi bol s ustal'ovanim baseline z neznamych pricin, ¢o je zndzornené

aj na obréazku 5.8. Takéto titracie boli pre d’alSie pouzitie nevhodné.
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OBR.5.8: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4g2-207 S neznamymi problémami v ustaPovani baseline.
Zakladna linia pred prvym nastrekom je tak rozptylena, Ze teplo uvolnené
z prvej injektazi Gplne zanika. V cele sa nachadzalo 250 pl roztoku dsDNA
s koncentraciou 0,047 mM a v strickacke sa nachadzalo 50 pl roztoku
proteinu FOXO4g2.207s koncentraciou 0,376 mM. Injektaz mala objem 4 pl.
Baseline sa pred titraciou zaznamenévala 200 sekdnd, ¢asovy odstup medzi
prvou a druhou injektaZou bol 300 sekund. Modrad linia zna¢i baseline

a v momente injektaze vytvara krazok.
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Po odstraneni problémov s ustalovanim baseline bolo zmeranych niekol’ko titracii
dsDNA do proteinu FOXO4g2-207.

Na obrazkoch 5.9 a 5.11 st zndzornené vysledky dvoch vybranych titracii. Objem
prvého piku sa volil ¢o najmensi, pretoze je ovplyviiovany difuziou molekul z ihly do cely,
ktora prebieha pocas ustalovania baseline. FOXO4-DBD sa pri vdzbe na DNA protonizuje
a pretoze pufor Tris-HCI mé vysoku ionizacnu entalpiu, je mozné na zaciatku titracie

sledovat’ teplotné vykyvy, ktoré maju za nasledok skresl'ovanie vysledkov z merania ITC.
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OBR.5.9: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4g2-207v pritomnosti Tris-HCI pufra. V cele sa nachadzalo
250 pl roztoku dsDNA s koncentraciou 0,142 mM a v strickacke sa nachadzalo
50 pl roztoku proteinu FOXO4g2.207 s koncentraciou 0,688 mM. Prva injektaz
mala objem 1 pul, d’alsie injektaze mali objem 3 pl, spolu bolo zaznamenanych
17 pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektazami bol 350 sekund,
baseline sa pred titrdciou zaznamenavala 200 sekind. Modra linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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Namerané piky sa spracovavali integrovanim so zakladiiou tvorenou baseline

a s integrac¢nou oblast'ou len samotného piku pomocou programu NanoAnalyze Software

v2.3.6.
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OBR. 5.10: Grafické zobrazenie titra¢nej krivky. Spracovanie pikov izotermalnej

titracnej kalorimetrie pomocou integracie, ¢ervena krivka predstavuje fit

titracnej krivky.

Disocia¢na konstanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4sg2-207

a dsDNA za pritomnosti Tris-HCI pufra:

Kp=1,63-10"" mol-dm™
AHobs = — 15,04 kJ-mol ™t
AS =79,48 J/mol-K
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OBR. 5.11: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku

proteinu FOXO4s2-207v pritomnosti Tris-HCI pufra. V cele sa nachadzalo
250 pl roztoku dsDNA s koncentraciou 0,100 mM a v strickacke sa nachadzalo
50 pl roztoku proteinu FOXO4g2-207 S koncentraciou 0,840 mM. Prva injektaz
mala objem 1 ul, d’alsie injektaZe mali objem 3 pl, spolu bolo zaznamenanych
17 pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektazami bol 300 sekind,
baseline sa pred titrdciou zaznamenavala 200 sekind. Modra linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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OBR. 5.10: Grafické zobrazenie titraénej krivky. Spracovanie pikov izotermalnej

titraénej kalorimetrie pomocou integracie, ¢ervena krivka predstavuje fit

titracnej krivky.

Disociatna konStanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4sg2-207

a dsDNA za pritomnosti Tris-HCI pufra:

Kp=1,11- 10" mol-dm=
AHops = — 16,94 kJ-mol™
AS =76,31 J/mol-K
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5.3.3 ITC meranie viazby FOXO4-DBD na DNA v pufre
PBSspH 74

Pre odstranenie neziadticeho vplyvu vysokej ioniza¢nej entalpie pufra Tris-HCI
(AHi = 49,75 kJ-mol 1) boli prevedené merania v pufre PBS (AH; = 5,12 kJ-mol 1B, Boli

namerané Styri titracie, uvedené na obrazkoch 5.11 — 5.17.
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OBR. 5.11: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4s2-207v pritomnosti PBS pufra. V cele sa nachadzalo 250 pl
roztoku dsDNA s koncentraciou 0,080 mM a v strickacke sa nachadzalo 50 pl
roztoku proteinu FOXO4g,.207 S koncentraciou 0,610 mM. Prva injektaz mala
objem 1 ul, d’alsie injektaze mali objem 2,5 pl, spolu bolo zaznamenanych 20
pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektazami bol 350 sekund,
baseline sa pred titrdciou zaznamenavala 200 sekiund. Modrd linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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OBR. 5.12: Grafické zobrazenie titraénej krivky. Spracovanie pikov

izotermalnej titra¢nej kalorimetrie pomocou integracie, ¢ervena

krivka predstavuje fit titracnej krivky.

Disociaéna konStanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4sg2-207

a dsDNA za pritomnosti PBS pufra:

Kp =3,06 - 10" mol-dm
AHops = — 25,89 kJ-mol™
AS = 37,88 J/mol-K
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OBR. 5.13: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4s2-207v pritomnosti PBS pufra. V cele sa nachadzalo 250 pl
roztoku dsDNA s koncentraciou 0,060 mM a v strickacke sa nachadzalo 50 pl
roztoku proteinu FOXO4g.-207 s koncentraciou 0,610 mM. Prva injektaz mala
objem 1 ul, d’alsie injektaze mali objem 2,5 ul, spolu bolo zaznamenanych 20
pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektdzami bol 350 sekind,
baseline sa pred titraciou zaznamenavala 200 sekind. Modra linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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OBR. 5.14: Grafické zobrazenie titraénej krivky. Spracovanie pikov
izotermalnej titraénej kalorimetrie pomocou integracie, ¢ervena

krivka predstavuje fit titracnej krivky.

Disociatna konStanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4sg2-207

a dsDNA za pritomnosti PBS pufra:

Kp=3,60- 10" mol-dm™
AHobs = - 25,02 kJ-mOFI
AS = 39,45 J/mol-K
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OBR. 5.15: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4s2-207v pritomnosti PBS pufra. V cele sa nachadzalo 250 pl
roztoku dsDNA s koncentraciou 0,070 mM a v strickacke sa nachadzalo 50 pl
roztoku proteinu FOXO4g.-207 S koncentraciou 0,610 mM. Prva injektaz mala
objem 1 ul, d’alsie injektaze mali objem 2,5 ul, spolu bolo zaznamenanych 20
pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektdzami bol 350 sekind,
baseline sa pred titraciou zaznamenavala 200 sekind. Modra linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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OBR. 5.16: Grafické zobrazenie titraénej krivky. Spracovanie pikov

izotermalnej titra¢nej kalorimetrie pomocou integracie, ¢ervena

krivka predstavuje fit titracnej krivky.

Disocia¢na konstanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4g2-207

a dsDNA za pritomnosti PBS pufra:

Kp=4,14 - 10" mol-dm
AHops = — 27,74 kJ-mol™!
AS =29,16 J/mol-K
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OBR. 5.17: Grafické zobrazenie izotermalnej titracie roztoku dsDNA do roztoku
proteinu FOXO4s2-207v pritomnosti PBS pufra. V cele sa nachadzalo 250 pl
roztoku dsDNA s koncentraciou 0,070 mM a v strickacke sa nachadzalo 50 pl
roztoku proteinu FOXO4g.-207 S koncentraciou 0,610 mM. Prva injektaz mala
objem 1 ul, d’alsie injektaze mali objem 2,5 ul, spolu bolo zaznamenanych 20
pikov. Casovy odstup medzi jednotlivymi injektazami bol 350 sekund,
baseline sa pred titraciou zaznamenavala 200 sekind. Modra linia znaci

baseline a v momente injektaze vytvara krazok.
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OBR. 5.18: Grafické zobrazenie titra¢nej krivky. Spracovanie pikov
izotermalnej titracnej kalorimetric pomocou integracie, ¢ervena

krivka predstavuje fit titracnej krivky.

Disociatna konstanta, vysledna entalpia a entropia interakcie proteinu FOXO4sg2-207

a dsDNA za pritomnosti PBS pufra:

Kp=3,50 - 10" mol-dm™
AHobs = 25,96 kJ'molﬁ
AS = 36,51 J/mol-K

Hodnoty disocia¢nej konStanty, vyslednej entalpii a entropii interakcie proteinu

FOXO4g2-207 @ dSDNA spolu s ich priemernymi hodnotami za pritomnosti PBS pufra su

zhrnuté a uvedené v tabul’ke 5.1.
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1 3,06 -10°7 — 25,89 37,88
2 3,60-1077 — 25,02 39,45
3 4,14 - 1077 - 27,74 29,16
4 3,50 1077 — 25,96 36,51

Priemerné hodnoty 3,58 -107+0,78-10" —26,15+1,96 35,75+ 7,41

TAB.5.1: Hodnoty ziskané fitovanim. Hodnoty disocia¢nej konStanty, vyslednej
entalpii a entropii interakcie proteinu FOXO4s2-207 a dsDNA spolu s ich
priemernymi hodnotami za pritomnosti PBS pufra.

Priemerné hodnoty disocia¢nej konstanty, vyslednej entalpii a entropii interakcie proteinu
FOXO4sg2-207 a dsDNA v pritomnosti PBS pufra:

Kp=3,58-10"+0,78 - 107 mol-dm™
AHobs = — 26,15 £ 1,96 kJ-mol™!
AS =35,75 + 7,41 J/mol-K
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6 DISKUSIA

Izotermalna titratna kalorimetria je metédou merajicou energiu biochemickych
reakcii a molekulovych interakcii pri konstantnej teplote.®! PouZiva sa pri merani vizbovej
afinity, Specidlne na meranie rozmerov zmien termodynamickych veli¢in, zmien entropie
a entalpie. ITC umoziuje priamu analyzu l'ubovolne vysokych vizbovych afinit, nano
izotermalny titra¢ny kalorimeter ma schopnost’ zachytit' zmenu tepla reakcie v radoch
nanoJoulov. Kalorimeter spracovava elektricky signal ako teplo potrebné na ohriatie, alebo
ochladenie meranej cely s prebiehajiucou reakciou vo¢i konstantnej teplote referentnej cely,
pricom relativne zmeny sa spracovavaju do grafov. Moment reakcie zahaji ndhlu zmenu
teploty meranej cely, ¢o sa v grafe vykresli ako pik. Reaktant A nachddzajtci sa v striekacke
sa postupne dostava do cely, kde interaguje s reaktantom B, pricom pri endotermnej reakcii
sa teplo zo systému spotrebovava a vznikajuci pik smeruje nadol, exotermna reakcia teplo
uvolfiuje a vytvoreny pik smeruje nahor.[ 3l

Protein FOXO4 patri do podskupiny ,,0“ rodiny forkhead box transkripcnych
faktorov. Proteiny rodiny forkhead transkripénych faktorov maju zdsadnii ulohu
v bunkovom vyvoje, proliferacii, diferenciacii, odolnosti vocCi stresu, apoptoze
a spolupodiel’aji sa na kontrole celkového metabolizmu buniek. DNA-vézbovad doména
proteinu FOXO4 so sekvenciou aminokyselin 82-207 rozpoznava DNA najmi podla baz
vd’aka chemickému odtlacku, kde a-helix H3 proteinu interaguje s velkym Zzliabkom
v $truktire DNA. [0

Cielom tejto bakalarskej prace bolo optimalizovat metédu ITC pre Stadium
protein-DNA interakcii, konkrétne medzi proteinom DNA-vézbovou doménou proteinu
FOXO4 a dsDNA so sekvenciou 5'- CTA TCA AAA CAA CGC -3'. Za tymto Gcelom sme
exprimovali a purifikovali DNA-vizbovii doménu forkhead transkripéného faktoru
FOXO4, Ccistotu purifikdcie sme skontrolovali pomocou elektroforézy SDS-PAGE.
Dvojvlaknovi DNA sme pripravovali z oligonukleotidov IRE-1 a IRE-2 s danou

sekvenciou.
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Pri merani interakcii na Nano Izotermalnom Titranom Kalorimetri sme celili
niekol’kym problémom, najmai s ustalovanim baseline. Problém sa vyriesil pri dostatocnom
vycisteni vSetkych Casti pristroja.

Protein FOXO4 pri viazbe na DNA sa na zaklade kryStalovej struktiry komplexu
FOXO04:DNA protonizuje na Hisl52, pricom ionizacia proteinu je sposobend povahou
interakcie medzi FOXO04-DBD a dsDNA.P! Titracie, ktoré prebiehali v pritomnosti
Tris-HClI pufra vykazovali redukciu nameraného tepla pravdepodobne v désledku tepelného
efektu vdzbovej interakcie, do ktorého sa pri protonizécii proteinu premieta aj ionizacna
entalpia pufra, v ktorom sa uskuto¢fiuje experiment. Zmenou pufra na PBS pufor s nizSou
ioniza¢nou entalpiou sa redukcia namerané¢ho tepla eliminovala, ¢o dokazuje, Ze volba
spravneho pufra pre ITC merania je jeden z klI'aiCovych faktorov tispesnosti tejto metody.

Dalsie Gidaje o interakcii medzi FOX04 a dsDNA by sa ziskali skiidanim roznych
sekvencii a roznej dizky makromolekuly DNA. Nasledne by bolo potrebné experimenty
zopakovat’ a ziskat niekol’ko dal§ich stborov dat pre presnejSie vypocitanie

termodynamickych aspektov interakcie.
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1 ZAVER

Exprimovala a purifikovala som DNA-véazbovu l'udského forkhead transkripéného

faktoru FOXO4g2-207. Cistotu a vytazok purifikacie som zistovala pomocou metody
SDS-PAGE.

Osvojila som si metddu izotermalnej titracnej kalorimetrie, teoreticky aj prakticky.

Studovala som interakcie medzi dsDNA a proteinom FOXO4g2-207 pomocou metody
ITC, ktort som optimalizovala na dosiahnutie ¢o najlepsich vysledkov. Diskutovala
som vysledky merania a dospela som k nazoru, Zze metdda ITC je vhodna pre $tadium
FOXO4-DBD-DNA interakcii.
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