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Abstrakt:

Transkripéni faktory hraji v rdmci bunky i celého mnohobunééného organismu zésadni
regulacni tulohu. Dtlezitym faktorem, je jejich schopnost interagovat s ostatnimi
regula¢nimi proteiny a DNA. Presto, Ze rozsahla Cast této interakeni sité je jiz zmapovana,
detailnich informaci o struktufe a dynamice protein-proteinovych a protein-DNA
komplexi je dosud velmi malo.

V této praci jsme se zaméfili na moznosti studia konformacnich zmén danych tvorbou
komplexu transkripéniho faktoru s DNA pomoci strukturnich metod hmotnostni
spektrometrie: vodik/deuteriové vymény a chemického siténi. Jako modelovy transkripcni
faktor jsme vybrali FOXO4, jehoz DNA vazebnd doména je strukturné dobie

charakterizovana jak ve volné formé, tak v komplexu s DNA (In Czech).

Kli¢ova slova:

hmotnostni spektrometrie, vodik/deuteriova vyména, chemické siténi, transkripcni faktor,

protein-DNA interakce, FOXO4



Abstract:

Transcription factors play crucial regulatory role within the cell and the entire multicellular
organism. The important factor is its ability to interact with other regulatory proteins and
DNA. Despite the fact that a large part of the interaction network is already documented,
detailed information on the structure and dynamics of protein-protein and protein-DNA
complexes is still scarce.

In this thesis we focused on the possibility of studying conformational changes given by
the transcription factor-DNA complex formation using the methods of structural mass
spectrometry: hydrogen/deuterium exchange and chemical crosslinking. As a model, we
chose a transcription factor FOXO4 which DNA binding domain is structurally well
characterized both in free form and in the complex with DNA.

Key Words:

mass spectrometry, hydrogen/deuterium exchange, chemical crosslinking, transcription
factor, protein-DNA interaction, FOX0O4
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Regulace transkripce pomoci transkrip¢nich faktoru

Ustiedni dogma molekularni biologie popisujici tvorbu proteinti, funkénich komponent
kazdé zivé bunky, prekladem ze sekvence ribonukleovych kyselin (RNA, zangl.
ribonucleic acid), ktera je pfepisovana ze sekvence deoxyribonukleovych kyselin (DNA,
zangl. deoxyribonucleic acid), udava zakladni smér toku informace od molekul
ukladajicich genetickou informaci k molekuldm majicim svou specifickou funkci.
Pfihlédneme-li k faktu, ze mnohobunétné organismy jsou tvofeny bufikami mnohdy az
stovek bunéénych typil a kazda z téchto bun€k nese stejnou vychozi genetickou informaci,
je ztejmé, ze mechanismy regulujici tento tok informaci maji zdsadni dopad na vyvoj
a spravné fungovani organismu. Ustiedni roli regulatord hraji transkripéni faktory, jez jsou
rozsédhlou skupinou proteinovych molekul rozSifenou napfi¢ vSemi fiSemi organismu,

a jejichz struktura a funkce bude pfedmétem nasledujicich kapitol.

1.1.1 Vyznam chromatinu pro regulaci transkripce

Sbaleni témét dvou metrti lidské DNA do prostoru bunééného jadra je umoznéno vznikem
struktury zvané chromatin. Jedna se o komplex proteind, histonii, s DNA. Nejmensi
opakujici se jednotkou je nukleosom, ktery je tvofen deviti histony péti typt (H2A, H2B,
H3, H4 a H1) a asi 147 nukleotidovymi pary obtacejicimi dvakrat proteinové jadro. Mezi

sousednimi histony je minimaln& 60 nukleotidovych part bez vazby na histon® (Obr. 1).

30-nm fiber
Closed chromatin
H1 Genes silent
HP1
PCC

10-nm fiber
Open chromatin
Genes active

Obr. 1: Rozvolnéna a tésna struktura chromatinu. NaznaCeno ovinuti dvouSroubovice DNA kolem histonového
komplexu — nukleosom. Obrazek doplnén enzymy podilejicimi se na pfeméné jedné struktury v druhou. Pievzato z*.



Vztahy mezi posttranslacnimi modifikacemi histond, tim danou strukturou chromatinu
aprodukci RNA, tedy transkripéni aktivitou, byly objeveny jiz v Sedesatych letech
minulého stoleti®. Tésna struktura chromatinu (tzv. selenoidni struktura) nedovoluje piepis
informace do RNA. Oproti tomu u rozvolnéného chromatinu s pfistupnymi useky mezi
nukleosomy byla pozorovana zvysena mira piepisu®. Jsou znamy dva mechanismy
podilejici se na regulaci struktury chromatinu. Prvni zavisi na komplexech remodelujicich
chromatin (z angl. chromatin remodeling complex), druhy na aktivit¢ enzymu
provadéjicich posttranslaéni modifikace histoni (acetylace, fosforylace, methylace,
ubikvitinace, somoylace), stejné¢ tak jako na aktivit¢ enzymd, které tyto modifikace

odstranuji.

1.1.1.1 Remodelace chromatinu

Jednémi z nejlépe prostudovanych komplexti remodelujicich chromatin jsou SWI/SNF
komplexy objevené pivodné v kvasinkach a pozdéji identifikované i u savéich bunck.
Sav¢i homologa byvaji také oznaCovana jako BAF proteiny (z angl. BRG1-associated
factors)®. Tyto komplexy za spotfeby adenosintrifosfatu (ATP) ovliviiuji dostupnost
regulacnich sekvenci (budou diskutovany v kap. 1.1.2), ktera je ovlivnéna asociaci
s histony. Po asociaci remodela¢niho komplexu s nukleosomem dochazi na DNA, ktera je
puvodné navinuta na jadfe nukleosomu, k tvorbé smycky. Jiz v této fazi umoznuje
pieruSeni kontaktd mezi DNA a histony interakci s dalsimi proteiny indukujicimi napf.
transkripci (viz Obr. 3a, str. 3). Vznikla smycka je dale komplexem posouvana podél
nukleosomového jadra az do okamziku, kdy dosdhne tiseku mezi sousednimi nukleosomy6.
Timto mechanismem dojde ke sklouznuti nukleosomu po DNA o délku smycky (viz Obr.
2, str. 3, Obr. 3b, str. 3).

Dalsim moznosti remodelace chromatinu popsanou na RSC (z angl. Remodeling
the Structure of Chromatin, komplex ptibuzny SWI/SNF) komplexu je uplna disociace
histonii za vzniku volné DNA (viz Obr. 3¢, str. 3). Komplexy remodelujici chromatin jsou
povazovany za vyznamné efektory podilejici se na regulaci transkripce. In vitro nevykazuji
zadnou sekvencni specificitu k usekim DNA uréenym pro piestavbu. Je ziejmé, Ze jejich

cileni je modulované dal§imi regulaénimi proteiny.
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Obr. 2: Mechanismus remodelace chromatinu pomoci komplexu SWI/SNF. V prvni fazi dochazi za spotieby
ATP k tvorbé smycky, ktera dale aktivitou komplexu posunuta podél nukleosomového jadra. Cely mechanismus se
opakuje aZ do okamziku kdy smy&ka DNA dosahne tiseku mezi sousednimi nukleosomy. Prevzato z**,
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Obr. 3: Ilustrace moZnych mechanismi alterace struktury chromatinu. Komplex SWI/SNF muze indukovat
remodelaci chromatinu (A) nebo sklouznuti nukleosomu po vlakné DNA, ¢imz odhali regulacni element (RE). Piibuzny
komplex RSC zajistuje odhaleni RE uvolnénim nukleosomu, ktery je pfenesen na jiny tisek DNA.



1.1.1.2 Modifikace histonu

Molekuly histon hraji zasadni roli v regulaci struktury chromatinu. Ukazalo se, ze histony
jsou substratem mnoha modifikac¢nich enzymu, které jsou zaroven spojovany s procesy
regulujicimi expresi. Histony, acetylované na lysinovych zbytcich, se Castéji nachazeji
Vv prekladanych oblastech?. Acetylace histonti snizuje celkovy kladny naboj bazickych
molekul histonti, coz vede ke sniZeni afinity k zaporné nabité deoxyribosafosfatové
pateii DNA®. Genova exprese mize byt indukovana faktory s histonacetyltransferasovou
aktivitou a inhibovana histondeacetylasami. Stejn¢ jako acetylace lysinovych zbytka
i fosforylace ur€itych serinovych zbytki vede k tvorbd rozvolnéného chromatinu®.
Methylace lysinovych zbytkli mize navodit jak rozvolnéni, tak vznik tésné selenoidni
struktury®. Methylace narozdil od acetylace nezpiisobuje zménu naboje. Pravdépodobnym
mechanismem se zd4d byt vznik interakéniho mista v disledku pfipojeni methylové

skupiny™.

K indukci remodelace chromatinu v ¢etnych piipadech nestaéi jedina modifikace, ale je
vyzadovana jejich urCitd kombinace. Rizné vzory postranslaénich modifikaci ve spojeni
sjejich funkci vzhledem ke struktufe chromatinu jsou souhrnné oznafovany jako

histonovy kod (z angl. histone code)?.

Modifikované histony mohou také rekrutovat komplexy remodelujici chromatin, ¢imz
dochazi ke spojeni dvou doposud separatné diskutovanych mechanismi v jeden funkéni
celek®®. Obecnd lze fici, Z¢ mechanismem G&inku jednotlivych modifikaci histonl je
ovlivnéni mezihistonovych interakci nebo interakci mezi histony a dalS§imi proteiny,

kterymi jsou nej€astéji komplexy remodelujici strukturu chromatinu.

1.1.2 Regula¢ni elementy DNA

Objevu transkrip¢nich faktorti piedchazely studie poukazujici na kratké useky DNA
vyskytujici se v blizkosti kodujicich oblasti genli. Geny s podobnym expresnim profilem
vykazovaly ptitomnost stejnych sekvenci, regulaénich elementi (RE)'. Takové RE se bud’
vyskytuji v blizkosti vétSiny gent a jsou pravdépodobné zodpovédné za obecnou indukci
transkripce (napf. TATA box)'® nebo je nalezneme jen u gent, jejichz exprese zavisi na
konkrétnim stimulu (napk. element teplotniho Soku, z angl. heat shock element)**. Tkafiové

specifickd exprese genu zahrnuje interakci s faktory, jez jsou produkovany, ¢ijsou



v aktivni formé, pouze v dané tkani. Mechanismem funkce RE se zda byt interakce
S partnerem rozeznavajicim piislusny stimul. Tento mechanismus funkce RE zavisly na

vazb¢ bunécnych faktort je spolecny vSem RE a tyto faktory jsou nazyvany transkripénimi

faktory (TF).

VétSina interakci RE s transkripénimi faktory vyusti v indukci transkripce. Existuji vSak
I regulacni sekvence spojené s negativni modulaci nazyvané tlumice (z angl. silencers).

’ ’ r . . r s ’ . r /16
Mira vysledné transkripce je dana sumou pozitivnich a negativnich modulaci™.

Regula¢ni elementy jsou vyznamnym c¢lankem regulace exprese proteini. Regulaci
transkripce ovliviiuji skrze proteiny, které je rozpoznavaji a maji tak spiSe schopnost
udavat kvalitu regulace, nez jeji kvantitu. Je pravda, Ze zmnoZeni RE ma vliv na vyslednou
miru regulace, ale 1 zde se jednd spiSe 0 prvek amplifikujici signdl zprostiedkovany

mnozstvim dostupnych aktivnich transkripénich faktort.

1.2 Modulace exprese gent transkripénimi faktory

RE elementy Ucinkuji skrze vazbu s transkripénimi faktory. Transkripéni faktory mohou
byt aktivni konstitutivné, mohou se vyskytovat v neaktivni formé a do aktivni piejit az po
indukci konkrétnim stimulem. Vyskyt RE ve skupinach ptedurcuje obecny princip jejich
vzajemné kooperace nebo 1épe feCeno vzéjemné kooperace transkripcnich faktord, které je
vazou. Vyslednd mira transkripce zavisi na poméru pozitivné a negativné pisobicich

faktora .

1.2.1 Bazalni transkripéni komplex

preinitiation complex) skladajiciho se z RNA polymerasy a nejméné Sesti dalSich
transkripénich faktort. Pfestoze v zivé FiSi existuji minimalné ctyii RNA polymerasy,
Vv dal$im textu bude uvazovana jen transkripce RNA polymerasou II, ktera je zodpovédna
za expresi vSech genl kodujicich proteiny. RNA polymerasa Il je komplex 10 az 14
proteint. Jednotlivé podjednotky RNA polymerasy Il vykazuji vysokou miru homologie
jak vramci eukaryot, tak mezi eukaryoty a bakteriemi'’. Dilezitou a vysoce
konzervovanou je oblast C-koncové domény nejvétsi podjednotky komplexu RNA

polymerasy I, kde se vyskytuji mnohacetné tandemové repetice heptapeptidového motivu



YSPTSPS*™, Fosforylace tohoto repetitivniho useku vede k aktivaci RNA polymerasy 1
a zahajuje transkripci®®.

.....

regula¢niho elementu TATA box nachazejiciho se ptiblizn¢ 30 para bazi pied pocatkem
transkripce. Tato vazba je podpofena interakci TFIID s TFIIA, ktery brani navazani
inhibitord TFIID. Svoji vazbou na TATA box TFIID mimikuje nukleosomové jadro, ¢imz
indukuje ohyb v této oblasti. Na TATA box navazany TFIID interaguje s TFIIB, ktery
zprostiedkovava interakci s hypofosforylovanou RNA polymerasou Il v komplexu s TFIIF.
Vazbu RNA polymerasy Il do promotorové oblasti nasleduji faktory TFIIE a TFIIH.
TFIIH disponuje  DNA helikasovou aktivitou vedouci k disociaci fetézci DNA
dvousroubovice a kinasovou aktivitou fosforylujici C-koncovou doménu RNA
polymerasy Il v oblastech tandemovych heptapeptidi. Timto dojde ke vzniku tzv.
auvolnéni komplexu RNA polymerasa II/TFIIF, ktery zapoéne transkripci (viz Obr. 4,
str. 7). Alternativou k této postupné tvorbé PIC je cesta holoenzymu RNA polymerasy II.
Podminkou  alternativni  cesty je  tvorba  komplexu  RNA  polymerasy
I/TFUF/TFIUB/TFHE/TFIIH  (Pol 11 holoenzym) v jaderné plazmé, ktery nasledné
interaguje s komplexem TFIID/DNA? (viz Obr. 4, str. 7). Tvorbu PIC, tak jak byla
popsana vyse, podporuje a zna¢né€ ji napomahé rozsdhly multienzymovy komplex nazvany
mediator. Jednou z funkci medidtoru je tvorba ,,leSeni v promotorové oblasti slouziciho

jako zakladna pro transkrip&ni faktory p¥i po&inajici tvorb& PIC?,

TFIID, faktor ucastnici se prvniho kroku tvorby PIC, je multiproteinovy komplex tvofeny
proteinem TBP (z angl. TATA-binding protein) a fadou dalSich proteint interagujicih
s TBP (tzv. TAF, z angl. TBP-associated factors). TBP je komponenta odpovédna za vazbu
TATA box elementu a jeho ohyb. TAF obecné zajistuji citlivost na aktivacni signaly
(kap. 1.2.3.1).

U TAF;;250 byla identifikovana histon acetyltransferasova aktivita umoznujici modulaci
chromatinové struktury (kap. 1.1.1)23. U gent, v jejichZ promotorové oblasti je TATA box
nahrazen jinym inicianim elementem, je vazba TBP kDNA zprostiedkovana
adaptorovymi faktory. Zbytek PIC zlstava stejn3’124. Nekteré TAF specificky rozpoznavaji
DNA sekvence za TATA box oblasti, ¢imz lze vysvétlit preferencni obsazovani urcitych

promotorovych jader komplexy TFIID sodlisngym podjednotkovym slozenim®. Byla
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objevena i zcela tkanové specifickd podjednotka TAF;105, ktera se vyskytuje vylucné

v B-lymfocytech®.

A. Klasicka cesta
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Obr. 4: Klasicka a holoenzymova cesta tvorby preiniciaéniho komplexu. Pol II zna¢i RNA polymerasu I1.

1.2.2 Modularni stavba transkrip¢nich faktoru

Transkripéni faktory vykazuji modularni stavbu. Lze u nich definovat regiony (modul)

odpovédné za zcela konkrétni funkei. Zakladni moduly rozliSované u vSech transkrip¢nich

faktori jsou DNA vazebna doména (DBD, z angl. DNA-binding domain) a transaktivacni

doména (TAD, zangl. trans-activating domain). Termin transaktivacni zastfeSuje jak

domény aktivujici, tak inhibujici transkripci. Fakultativné se vyskytuji ligand-vazajici

domény (LBD, z angl. ligand-binding domain)*’.



1.2.2.1 DNA vazebné domény a klasifikace transkrip¢nich faktora

Ulohou DNA vazebné domény (DBD) je specificky rozpoznat konkrétni nukleotidovou

sekvenci ¢i skupinu nukleotidovych sekvenci. DBD ve srovnani s transaktiva¢nimi

a ligand-vazajicimi doménami vykazuji nejvétsi miru strukturni uspotfadanosti, coz

dokazuji mnohé, jiz vyfeSené prostorové struktury.

Klasifikace transkrip¢nich faktor na zaklad¢ struktury jejich DBD déli domény do deseti

superrodin, z nichz prvni tfi, nejrozsahlejsi a nejvice prostudované (viz Obr. 5, str. 9),

budou diskutovany detailngji’®;

1.

Bazické domény
Zinek-koordinujici domény
Domény typu Sroubovice-ohyb-sroubovice

A-Sroubovicové domény podpoiené PB-strukturami (z angl. Alpha-helices exposed

by beta-structures)
Domény s imunoglobulinovou strukturou (z angl. Immunoglobulin fold)

Beta-vlasenky podpoiené lesenim a/f struktur (z angl. Beta-hairpin exposed by

an alpha/beta-scaffold)
Domény vazajici DNA B-skladanym listem (z angl. Beta-sheet binding to DNA)

Domény vazajici DNA strukturou B-barelu (z angl. Beta-barrel DNA-binding

domains)

Doposud nezatazené domény



m Bazické domény

@ Zinek-koordinujici domény

m Domény typu Sroubovice-ohyb-Sroubovice

B Ostatni a-Sroubovicové domény

m A-Sroubovicové domény podporené B-strukturami
mDomény s imunoglobulinovou strukturou

m 3-vlasenky podporené leStenim a/B-strukturami
mDomény vazajici DNA B-skladanym listem
CDomény vazajici DNA strukturou B-barelu
mDosud nezafazené domény

Obr. 5: Diagram pomérného zastoupeni dosud znimych transkripénich faktori v jednotlivych superrodinach.
Pfevzato a upraveno 2%,

Bazické domény maji velky nadbytek kladného naboje a v roztoku se pravdépodobné
vyskytuji jako nestrukturovana vlakna. DNA vazi jako dimery. Dimerizaci zajistuji
zvlastni domény Casto tvorené leucinovymi zipy nebo motivy Sroubovice-ohyb-sroubovice.

Po vazbé na DNA tvofi a-$roubovicovou strukturu®.

Prvni zinek-koordinujici doménou byla doména TFIIIA®. Ve struktufe DBD faktoru
TFIIA jsou 30 aminokyselin dlouhé opakujici se tGseky. 25 ztéchto 30 aminokyselin
tetraedralné obklopuje atom zinku a tvofi tak kompaktni jednotku bézné nazyvanou
,»zinkovy prst“. Zbylych 5 aminokyselin tvofi spojku s dalsi jednotkou. Kazda jednotka
obsahuje sedm vysoce konzervovanych aminokyselinovych zbytkid, z nichz ctyfi (dva
cysteinové a dva histidinové) koordinuji atom zinku a tfi dal$i tvoii hydrofobni jadro
jednotky. Tyto konzervované zbytky jsou zakladem prostorové struktury prstu, pii¢emz
ostatni udavaji vazebnou specificitu. Zinkové prsty jsou strukturné nezavislé a svou
strukturu v roztoku si udrzi i pii separaci od zbytku molekuly. Konkrétni DBD rtznych
transkripnich faktord této superrodiny se lisi mj. poctem prstovych jednotek

a konzervovanymi zbytky, na zakladg eho jsou dale déleny do jednotlivych rodin®.

Zakladnim strukturnim prvkem superrodiny Sroubovice-ohyb-Sroubovice jsou tfi
a-Sroubovice tvofici jakysi otevieny pravotoCivy svazek. Mezi druhou a tieti Sroubovici
dochézi k prudkému ohybu. Tento zakladni motiv je u jednotlivych rodin doplnén napf.
¢tvrtou Sroubovici nebo smyckou s antiparalelnim B-sklddanym listem pfipominajicim

kiidlo. Sroubovice &islo tii interaguje s velkym Zlabkem DNA%,



1.2.2.2 Ligand-vazajici domény

Ligand-vazajici domény (LBD) se nejcastéji nachazi u jadernych receptort (z angl. nuclear
receptor). Jaderné receptory jsou Siroka skupina transkripénich faktord, jejichz aktivita je
primarné modulovana piitomnosti ligandu v bunce. Mezi jejich ligandy patii fada malych
hydrofobnich molekul schopnych volné prochazet plazmatickou membranou, jako jsou

e o . ., <% .33
steroidni hormony, vitaminy nebo intermediaty bunécného metabolismu™.

Ligand-vazajici domény jadernych receptort se skladaji z 12 a-Sroubovic, které spoleéné
vytvareji kavitu vazajici ligand. Specificita LBD je nepfimo umérna velikosti jeji kavity.
Apo-receptor (bez navazaného ligandu) ma vyssi afinitu vac¢i ko-represorim nez
ke ko-aktivatorim transkripénich faktorti. Po navazani ligandu dojde ke konformaénim
zménam a zvyseni rigidity, coz vede ke zvySeni afinity ke ko-aktivatorim. Zjednodusen¢

je LBD molekularni pfepina¢ mezi inhibiéni a aktivaéni modulaci®*.

1.2.2.3 Aktivaéni domény

Aktivacni domény jsou oproti DBD obecné méné strukturné uspofadané a evolucné
konzervované. VeétSina aktivaénich domén nabyva stdlé struktury az po navazéani

ko-regula¢niho proteinu. I ptesto byvaji dle ur¢itych podobnosti ¢lenény do tii skupin:
1. Kyselé domény
2. Domény bohaté na glutamin
3. Domény bohaté na prolin

Kyselé domény jsou majoritnim typem aktivacnich domén. Obsahuji vysoky podil
zaporné nabitych aminokyselinovych zbytkt, které doméné udéluji celkovy zaporny naboj.
Vzniklé coulombické repulze prakticky znemoznuji vytvoreni stabilngj§i struktury
v roztoku, ve kterém se vyskytuji v podobé negativné nabitych provazcﬁ35. ZvySovani
podilu kyselych aminokyselin vede ke zvySeni schopnosti aktivovat transkripcni aparat bez
ohledu na jejich umisténi v sekvenci. Stejné€ tak pozice ptfirozené se vyskytujicich kyselych
zbytkll nejsou mezi jednotlivymi zastupci konzervovany. Snizeni, ne vSak Uplné vymizenti,
aktivaéni schopnosti lze pozorovat pii mutaci n€kolika hydrofobnich zbytkl. Tyto jevy
vysvétluje dvoukrokovy mechanismus interakce postulovany pro TF c-mye, ktery svou

aktiva¢ni doménou mj. vaze TBP (kap. 1.2.1). V prvnim kroku dochazi k atrakci nabitych
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vaznych mist obou partnerti. Dulezitym parametrem prvniho kroku je schopnost
elektrostatickych sil piisobit efektivné na zna¢nou vzdalenost. V druhém kroku dochazi
K vytvofeni stabilni struktury aktivaéni domény (a-Sroubovice nebo B-skladany list),
pricemz je z dilezitych hydrofobnich zbytkl vytvotfena oblast, ktera Van der Waalsovymi
silami ptisobicimi na kratkou vzdalenost stabilizuje interakci s TBP®. Dvoukrokovy
mechanismus byl potvrzen i u dalSich aktivatorti a zdé se tak byt mechanismem obecnym.
Vyhodou mechanismu, pii kterém az pii samotné vazb¢ cilové molekuly dochazi
k vytvoreni stabilni struktury z piredem neuspotfadaného fetézce, je moznost piizpusobit se
vétsimu mnozstvi interakénich epitopi. Kysel¢ aktivatni domény jsou proto schopné

rekrutovat Sirokou paletu riiznych regulacnich molekul.

Domény bohaté na glutamin ¢i prolin jsou dosud jen malo prostudované. Obsahuji
minimum negativné nabitych zbytkd. Schopnost aktivovat transkripci nesouvisi s polohou

glutaminovych, respektive prolinovych zbytkﬁ37.

Vsechny tii skupiny aktivacnich domén pravdépodobné vykazuji rizné mechanismy
aktivace transkripce, na coz poukazuji vysledky experimentt, pii kterych byla studovana
schopnost aktivacnich domén fuzovanych ke stejné DBD stimulovat transkripci po vazbé
na RE umisténé v rizné vzdalenosti od promotorové oblasti (viz Obr. 6, str. 12). Kyselé
domény aktivovaly transkripci jak po vazbé RE umisténého blizko promotoru, tak po
vazb¢é vzdaleného RE. Domény bohaté na glutamin aktivovaly transkripci jen z oblasti
blizkych promotoru. Domény bohaté na prolin aktivovaly transkripci z obou pozic, av§ak
siln¢j8i aktivace byla pozorovana u regionti bliz§ich promotoru. Jednotlivé typy
mechanismt, které jsou dosud zmapovany pievdzné pro majoritni skupinu kyselych

aktiva¢nich domén, jsou predmétem nésledujicich kapit0138’39.
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Obr. 6: Znazornéni schopnosti aktivaénich domén aktivovat transkripci z riznych vzdalenosti od cilového
genu u kyselych domén (A), prolinovych domén (P) a glutaminovych domén (Q). Silnd stimulace
reprezentovana ,,++, slaba pak ,,+.

1.2.3 Pozitivni modulace exprese genii

Aktivace genové exprese transkripénimi faktory je moznd na tiech odlisnych Grovnich.
Transkripéni faktory uvoliuji tésnou selenoidni strukturu chromatinu, umoznuji vazbu
dal§ich aktivaénich faktoru, které stimuluji tvorbu PIC (kap 1.2.1). Dale se pravdépodobné

podileji i na regulaci elongace transkriptu.

1.2.3.1 Ovlivnéni preinicia¢niho transkripéniho komplexu

Transkripéni faktory aktivuji PIC dvéma zplsoby. Zvysuji miru tvorby preinicia¢niho
komplexu rekrutovanim faktori TFIID a TFIIB (kap. 1.2.1)**%. Vedle interakce
s jednotlivymi TF v ramci postupné tvorby PIC rekrutuji aktiva¢ni domény i cely komplex
holoenzymu Pol Il (kap. 1.2.1)*. Druhou mozZnosti ovlivnéni PIC, kterd nésleduje po

vazbé faktord transkripéniho komplexu, je zvyseni jejich aktivity nebo stability vazby** .

Vedle minoritnich pfimych interakci TF s PIC, byla nalezena majorita TF a dalSich
regulacnich proteint, které tvorbu ¢i aktivitu PIC ovliviluji nepfimo skrze ko-aktivatory
transkripce. V ramci pocetné skupiny ko-aktivatorit zaujima zcela zasadni postaveni
rozsahly multiproteinovy komplex zvany medidtor. Pfitomnost medidtorového C¢i
obdobného komplexu se striktné vaze na eukaryotickou transkripci. Medidtor, stejné jako
ostatni komponenty PIC, nevaze DNA, ale je do specifickych promotorovych oblasti cilen

pomoci TF s DBD. Jak jiz bylo zminéno v kap. 1.2.1, mediator usnadnuje tvorbu PIC. TF
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vedle pfimého rekrutovani slozek PIC mohou jeho tvorbu ovlivnit neptimo skrze mediator.
Komplex mediatoru sestava z nejméné¢ 20 podjednotek. Jeho prostorova struktura, stejné
jako podjednotkové sloZeni, je velmi flexibilni. Velka ¢ast komplexu je tvofena useky
s neuspofadanou strukturou. Této flexibilité odpovida i Siroka paleta moznych kooperaci
s dal$imi proteiny a slozkami PIC a strukturnich zmén vedouci k rozsahlym regula¢nim

schopnostem komplexu, z nichz ne zcela v§echny byly dosud prostudovany.

Dulezitou regulaéni tulohu hraje vazba mediatoru na C-koncovou doménu RNA
polymerasy Il, jejiz fosforylace je zasadni pro aktivaci RNA polymerasy. Dalsi z mnoha
funkci mediatoru je schopnost indukovat remodelaci chromatinu (kap 1.1.1). Mediator
vaze faktory remodelujici chromatin a zaroven reguluje jejich funkci. Jedna z podjednotek

mediatorového komplexu ma dokonce sama histon acetyltransferasovou aktivitu®’.

Pres velmi intenzivni vyzkum mediatorového komplexu jsou dne$ni informace o jeho
fungovani spise kusé. I tak se odborna vetejnost shoduje na tom, ze mediatorovy komplex
je zcela zasadnim ¢lankem v procesu regulace transkripce, jehoz tlohou jako ko-aktivatoru
je byt prosttednikem pro pienos signali od regulacnich molekul, ptevazné TF, ke

komplexu RNA polymerasy 11,

1.2.3.2 Ovlivnéni histonu a struktury chromatinu

Vliv modifikaci histonli na regulaci transkripce, ptrevazné skrze zménu struktury
chromatinu, byl popsan v kapitole 1.1.1. Enzymy modifikujici histony vystupuji
v regulacni kaskadé v roli ko-regulatorti transkripénich faktort. TF zajistuji témto
ko-regulatorim skrze své DBD specifické cileni nukleosomti nachazejicich se v oblasti
uréené k piekladu®. Mezi vyznamné ko-aktivatory patfi enzymy
s histonacetyltransferasovou aktivitou. Vzhledem Kk bipolarnimu ucinku modifikaci
na vyslednou strukturu chromatinu mohou aktivaci zpisobit i enzymy, které odstranuji

inhibi¢né piisobici modifikace®.

TF ovlivilyji transkripci také skrze interakci s komplexy remodelujicimi chromatin (kap.
1.1.1). Obdobné¢ jako u histon-modifikujicich enzymt TF faktory vazou tyto komplexy
a zajist'uji jim specifické rozpoznani tseka DNA>*™* Pro interakci jsou zasadni aktivacni

domény TF. Zd4 se, ze rekrutovani remodelac¢nich komplexti je pfevazné omezeno
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na faktory vézajici RE blizké promotoru. TF mohou kromé mnozstvi piitomnych

remodelacnich komplexii ovliviiovat i jejich aktivitu®".

Cast komplexti holoenzymu RNA polymerasy 1l obsahuje remodelujici komplexy, které
jsou aktivni a schopny ovliviovat strukturu chromatinu. To usnadiiuje opétovné nasednuti
RNA polymerasy Il na aktivovany promotor nebo umoziuje elongaci transkripce
v piipadech, kdy rozvolnéni chromatinu v promotorové oblasti postacuje k zapoceti

transkripce, ale nepostihuje celou piekladanou oblast®.

1.2.3.3 Komplexita pozitivni modulace

Aktivace transkripce je vicestupniovy proces. Zahajeni transkripce obecné vzdy vyzaduje
podminek vsSak u vétSiny gend vede jen k minimalni bazalni produkci transkriptu.
Produkce fyziologické hladiny je vyvolana souhrou dalSich modula¢nich efektd TF
a ko-aktivatori. Vysledna odpovéd’ se odviji od integrace vice signalt, které

zprostiedkovavaji informaci o aktudlnim stavu buiiky a jejiho okoli.

Nékteré stupné regulace mohou byt aktivovany permanentné. Tim je dosaZeno naopak
zjednodusSeni regulace u gent, které nevyZaduji pred aktivaci slozity rozhodovaci proces.
Naptiklad hormonem aktivovany jaderny receptor zplisobi rozvolnéni chromatinu
a umozni vazbu konstitutivné pfitomného TF, ktery silné aktivuje transkripci. Remodelace
chromatinu miiZze byt jedinou podminkou zapoceti transkripce%. Naproti tomu Vv ptipadé
aktivace teplotnim stresem je rozhodujicim signalem transkripéni faktor tepelného Soku
(zangl. heat shock factor). Rozvolnéni struktury chromatinu pied vazbou faktoru

teplotniho Soku je indukovano stale produkovanym transkripnim faktorem®”.

1.2.4 Negativni modulace exprese genii

Negativni modulace exprese genti, genova represe, je dalezitym regulatnim ndstrojem
buniky, ktery umoznuje zvraceni rozhodnuti o pfepisu genu na zakladé¢ porovnani
protichidnych signdlti. ZvySuje komplexitu rozhodovaciho procesu a umoziuje dalsi
korekci tkanove specifické exprese u jednotlivych bunécnych podtypi. Dale umoziuje
modulovat bazalni hladinu transkripce na zakladé zvysené hladiny stimulu | v negativnim

smyslu.
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Ptestoze budou v nésledujici kapitole represory diskutovany jako ryze inhibi¢ni faktory,
Casto se jednd o pfipady smiSené funkce transkripcnich faktorti, které v ramci regulace
jednoho represoru vystupuji jako aktivatory, zatimco v ramci druhého jako represory58’59.
Ke zméné funkce z aktivatoru na represor mize dojit 1 v disledku ptisobeni dalsiho faktoru

& alternativnim sestfihem genu kodujiciho transkripéni faktor®,

1.2.4.1 Neprima inhibice

Principem nepiimé inhibice je interakce s aktivacni masinérii, kdy represor interferuje
s aktivatorem i ko-aktivatorem a snizuje, az anuluje jejich u¢inky. Byly popsany tii hlavni
nepiimé mechanismy inhibice transkripce: maskovani DNA vazebné sekvence aktivatoru,

zhaseni aktivatoru a degradace aktivatoru (viz Obr. 7, str. 16).

Maskovani RE

~ ™)
@ o ®

RE, gen RE. gen

\j

Zhaseni v roztoku

g
!

RE, gen

Zhaseni in situ

[pi

REg RE, gen REg RE, gen

Degradace indukovana

vazbou represoru R
@ A Degradace
{ F L1 I

RE, gen RE4 gen

Y

RE RE, gen REg REa gen

Obr. 7: Moznosti represe transkripce. A — aktivator, R — represor, REg- inhibi¢ni regulaéni element, REx-aktivacni
regulacni element.

Maskovanim se rozumi vazba represoru na totozny RE, ktery byva pfi aktivaci vazéan

., N . v ok 1
aktivatorem, &im? je aktivatoru znemoznéna jeho funkce®’,
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Ke zhaseni (z angl. quenching) aktivatoru dochazi pfi protein-proteinové interakci mezi
represorem a DBD nebo TAD doménou aktivatoru. Tyto represory lze rozdélit na dve
skupiny podle toho, zda obsahuji DBD a vazi se pobliz tseku rozpoznavaného

aktivatorem®?, nebo nikoliv®®,

Degradace proteinti je obecny mechanismus regulace enzymu, signalnich i dalSich
proteinovych molekul nevyjimaje transkripni faktory. Represor mize TF sam

degradovat® nebo jej ozna¢it jako cil degradagniho aparatu buiiky polyubikvitinaci®.

1.2.4.2 Prima inhibice

Ptimou inhibici represor snizuje aktivitu bazalniho transkripéniho aparatu. Dikazem piimé
inhibice je snizeni transkripce i V nepfitomnosti aktivatoru. Piimé represory obsahuji
zvlastni inhibi¢ni domény rtznych typt, kterymi ovliviiuji PIC nebo vazi ko-represory
ovliviiujici PIC. Castym motivem inhibi¢nich domén jsou na prolin bohaté domény
s absenci nabitych zbytka®®. Inhibi¢ni domény inhibuji bud’ tvorbu PIC, nebo snizuji jeho

aktivitu ¢i stabilitu (viz Obr. 7, str. 15).

1.2.4.3 Inhibice na urovni struktury chromatinu

Jelikoz vyznamnym mechanismem aktivujicim transkripci genl je rozvolnéni struktury
chromatinu, inhibi¢ni ptisobeni musi naopak zahrnovat tvorbu tésné selenoidni struktury
obdobnymi, avSak protichidnymi mechanismy. K tomu dochazi ptisobenim na ATP
zavislych chromatin remodelujicich komplexﬁ67 a enzymi modifikujicich kovalentni

strukturu histonii jako jsou histondeacetylasy®.

1.2.4.4 Jaderny RNA silencing

V poslednich letech je stale vétSi vyznam regulace exprese piipisovan umlcovani RNA
transkriptti malymi molekulami RNA (z angl. RNA silencing). Vedle cytoplasmatické cesty
umlcovani existuje i podobna jaderna cesta. Zatimco podstatou cytoplasmatické cesty je
degradace RNA transkriptu proteinovym komplexem RISC (z angl. RNA-induced silencing
complex) na zakladé komplementarity s kratkym piiblizné 20 az 25 nukleotidi dlouhym
fetézcem tzv. malé interferujici RNA, SiRNA (z angl. small interfering RNA),

mechanismus jaderného umlcovani zahrnuje modifikaci histonii a alteraci chromatinové
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struktury. Komplex RIST (z angl. RNA-induced transcriptional silencing), ktery je
ptibuzny komplexu RISC a podili se na jaderném umlcovani, vaze siRNA, na zaklad¢ jejiz
sekvence komplementarné vaze jeden z fetézct rozvinuté DNA Sroubovice nebo vznikajici
RNA transkript. Soucasti komplexu RIST jsou histon methyltransferasy, které
pravdépodobné indukuji remodelaci chromatinu a tim zpisobuji inhibici transkripce

. 69
regulovaného genu™".

1.3 Regulace transkrip¢nich faktori

Zakladni vlastnosti TF, schopnost vazat specifické iseky DNA a aktivovat ¢i inhibovat
transkripci, jiz byly uvedeny. Vysledna regulace transkripce je odpovédi na urcité signaly
vychazejici z vnéjsich stimulii nebo vnitiniho prostfedi buiiky. TF jsou tedy pouze soucasti
slozitych signalnich drah, kde zajist'uji pfevedeni signalt na tvorbu proteinovych molekul,
které zpétné ovliviuji prostiedi bunky. TF hraji roli prostfednikl a museji byt tudiz také
regulovany. Moznosti regulace jsou v zasad¢é dvé: regulace syntézy a regulace aktivity.
Jako v jinych pfipadech nejsou vétSinou tyto mechanismy v piipadé konkrétniho faktoru
striktné oddéleny a aktivita vysledného faktoru je dana souhrnem obou regulacnich

mechanismad.

1.3.1 Regulace syntézy

Regulace syntézy TF je pro buiiku energeticky nejvyhodné&jsi, protoZe buiilka nevynaklada
energii na syntézu neaktivnich faktorti nebo na jejich inhibici. Tento mechanismus je ale
vyuzivan pro kontrolu aktivity faktorfi, které udrzuji profil exprese indukujici urcity
bunéény typ nebo vyvojové staddium bunky, tedy pro dlouhodobé piisobici faktory.
K zadsahim do syntézy dochdzi pfedev§im na urovni transkripce a posttranskripénich

uprav.

K regulaci na rovni transkripce dochézi indukci zm&n chromatinové struktury™ & piimou
stimulaci transkripéniho aparatu “*. Pii posttranskripéni regulaci vznikne z jednoho RNA
transkriptu alternativnim sestfihem dvé nebo vice variant MRNA pro TF, z nichz jedna
koduje aktivni faktor, zatimco ostatni verze postradaji nékteré funkce a jsou neaktivni.
V takovychto piipadech lze ovlivnénim sestiithového aparatu meénit pomér mezi aktivni

a neaktivni formou a tim ovliviiovat syntézu vysledného aktivniho TE">"7,
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Regulace urcitého faktoru mize zahrnovat piepis jeho genu ve vSech bunkach, ptfi¢emz
k piekladu dojde jen v urcitych bunéénych typech. Translace je vsak k regulaci syntézy TF
vyuzivana jen ve vyjime¢nych piipadech. Prozatim byl tento mechanismus popsan

u kvasinek™.

1.3.2 Regulace aktivity transkrip¢nich faktora

Regulace syntézou, diskutovana v pfedchozim odstavci, vyzaduje pfitomnost nadiazeného
TF, ktery musi byt sam produkovan pod kontrolou jiného faktoru. Regulace syntézou tedy
nevysveétluje pocatek rozhodovaciho procesu, ale spiSe naznacuje princip, kterym je mozné
jednim transkripénim faktorem regulovat po del$i dobu vétsi skupinu gent. Je ziejmé, ze
na pocatku rozhodovaciho procesu musi existovat faktor produkovany v neaktivni formé,

ktery je v ptipadé potieby preveden na formu aktivni.

Regulace aktivity TF predstavuje rychly a flexibilni zplsob aktivace transkripéniho
faktoru. Dukazem tohoto typu regulace je schopnost indukce transkripce v pifitomnosti
inhibitorti syntézy proteintl. Jedna se o dominantni piimy zptsob, kterym mohou bunécné
signalni drahy ovliviiovat aktivitu transkripénich faktori a tim expresi genu. V piipadé
transkripcnich faktort z rodiny jadernych receptorti je molekula registrujici signal sam TF
(kap. 1.2.2.2). Cast&j§i je piitomnost vétsiho mnozZstvi signalnich molekul kooperujicich
v pribéhu signalniho procesu na ptenosu signalli z receptorové molekuly na TF, coz
umoznuje amplifikaci signall, interakci protichidnych signall a jemné korekce
signalizace’™. Moznosti regulace aktivity TF jsou stejné jako moznosti regulace aktivity

ostatnich proteinti a zahrnuji protein-proteinové interakce’®, vazbu ligandu’’, posttranslagni

modifikace a regulaci degradace.

Mezi posttranslacni modifikace hrajici roli v regulaci aktivity TF patii: fosforylace78,
acetylace, ubikvitinace a sumoylace, methylace a nejméné v jednom piipadé i oxidace
v podob& tvorby disulfidového mustku’®. Modifikované &asti proteinu jsou pak
rozpoznavany ko-regulatory a dal§imi proteiny, které jsou schopné modulovat transkripéni
aktivitu. Béznou modifikaci je fosforylace serinovych a threoninovych zbytkia. Fosforylace
zavadi do molekuly vyznamny negativni ndboj, ktery mulze zasadné meénit vazebné
moznosti povrchu proteinu a jeho strukturu. Acetylace lysinovych zbytki, stejné jako
fosforylace, vyznamné méni rozlozeni naboje na proteinovém povrchu. Acetylace histonti

byla diive uvedena jako vyznamny mechanismus regulujici architekturu chromatinu (kap.
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1.1.1.2). Vedle histont jsou cilem acetylace i mnohé TF, u kterych je tato modifikace
spojena se zménou aktivity®. Methylace transkripénich faktord na lysinovych
a argininovych zbytcich je, stejné¢ jako acetylace, vykonavéna enzymy, které methyluji
histony. Stejn¢ jako u methylace histont zalezi vysledny efekt na poctu a umisténi

methylovych skupin®’.

Polyubikvitinace lysinovych zbytkti u TF uréenych k degradaci je moznym zplisobem
regulace mnozstvi aktivniho faktoru. Nevyhodou této cesty je vysokd energeticka
narocnost syntézy polypeptidového fetézce, ktery je nasledné bez vyuziti degradovénsz.
Lysinové zbytky jsou vedle polyubikvitinace cilem modifikace majici zcela opacny ucinek
— sumoylace. Pfipojeni proteinu SUMO-1 (z angl. small ubiquitin-related modifier 1)

misto ubikvitinu brani degradaci faktoru®.

1.4 Transkrip¢ni faktory tiidy Forkhead box /Winged helix

Forkhead box rodina transkripénich faktort, alternativné nazyvana Winged helix, je
charakterizovana 100 az 110 aminokyselin obsahujici, monomerni DNA vazebnou
doménou (DBD, zangl. DNA-binding domain) typu Sroubovice-ohyb-Sroubovice
s typickou dvojici smycek pfipominajici motyli kiidla, z c¢ehoZ byl odvozen i alternativni
nazev rodiny, Winged helix, ktery lze ptelozit jako okfidlené Sroubovice. Oficialni nazev
Forkhead box je odvozen od vidlici pfipominajiciho utvaru, ktery je pozorovan na hlavé
a zadeCkové Casti embryi octomilek postizenych mutaci genu pro transkripéni faktor Fkh
(zakladajici &len rodiny Forkhead box dnes néalezici roding FoxA)®. Tato vyznamna rodina
transkrip¢nich faktort dnes obsahuje vice nez 100 clent liSicich se predevsim
transaktivatnimi doménami, ktefi byli na zaklad¢ fylogenetické analyzy rozdéleni do
17 podrodin znacenych u lidskych variant zkratkou FOX a pfipojenym velkym pismenem
pfifazenym abecedné na zékladé¢ objeveni prvniho ¢lena (FOXA — FOXQ). Jednotlivi

¢lenové podrodiny jsou odliSeni arabskou &islici®®.

1.4.1 FOXO podrodina

Transkripéni faktory podrodiny FOXO jsou vyznamné tumorsupresory majici inhibi¢ni
vliv na bunécnou diferenciaci a rist a proapoptoticky efekt, jelikoz indukuji expresi dalSich
proapoptotickych faktorti Bel2 rodiny, Fas ligandu a zvySuji hladinu rGznych inhibitord

CDK (z angl. cyclin-dependent kinase). Faktory FOXO sdileji velmi konzervovanou DBD
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rozpoznavajici tzv. DAF-16 family member-binding element (5'-GTAAACAA-3’, DAF-16
je orthologni protein faktord FOXO izolovany z erva Caenorhabditis elegans)®. FOXO

faktory jsou u savct produkovany konstitutivna®”.

142 FOXO4

Jednim z ¢lent rodiny FOX je i transkripni faktor FOXO4. Jedna se o TF zahrnuty
Vv bunééné signalizaci tykajici se odpovédi na oxidativni stres, regulace proliferace
a bunécného metabolismu. FOXO4 je ve zvySené mife exprimovan ve svalové a adiposni
tkani®’. Detaily zapojeni faktoru FOXO4 do signalnich drah a moZnosti jeho regulace jsou

predmétem nasledujicich kapitol, kde budou podrobnéji rozebrany.

Gen kodujici FOXO4 byl identifikovan na zakladé vysledki vyzkumu translokaci
vyskytujicich se v oblasti 11g23 u pfipadi akutni nelymfoblastické leukémie. VéEtSina
z 29 identifikovanych translokaci zahrnovala naruseni genu MLL (z angl. mixed-lineaged
leukemia, gen pro histonmethyltransferasu) a vede k jeho fizi s riznymi partnery. MLL
I fzni partneti obsahuji motivy typické pro transkripéni faktory. K fuzi dochazi vétSinou
v oblasti kodujici DBD. Takovéto translokace vedou k tvorbé flizniho transkripéniho
faktoru, ktery byva bud’ konstitutivné aktivni, nebo naopak ztraci schopnost aktivovat
transkripci. V ptipadé faktoru FOXO4 byly objeveny dva typy fuzniho TF: FOX04-MLL
a MLL-FOXO0O4, pficemz druhy zminény je spojovan stvorbou onkogennich
onemocnéni®®, Témito poznatky byl mj. motivovan dal§i vyzkum piirozenych funkei

jednotlivych fiznich partnert.

1.5 Regulace FOXO4 posttransla¢nimi modifikacemi

1.5.1 Fosforylace a buné¢na lokalizace

Ustiedni posttranslaéni modifikaci regulujici schopnost FOXO4 aktivovat transkripci je
fosforylace jeho serinovych a threoninovych zbytkd. Enzymy fosforylujici FOXO4 jsou
predev§im  efektory dvou dutlezitych  signalnich drah — PI3K (z angl.
phosphatidylinositol-3-kinase) drahy a Ral/JNK (z angl. Ras-like GTPase a c-Jun
N-terminal kinase) drahy. Konkrétn¢ se jedna o protein kinasu B (PKB, z angl. protein
kinases B) v ptipadé PI3K drahy a c-Jun N-koncovou kinasu (JNK) v piipadé Ral/JNK

drahy®® %,
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PKB fosforyluji FOX0O4 dominantné na jednom threoninovém (T28) a na dvou serinovych
zbytcich (S193, S258) (viz Obr. 8, str. 22). Fosforylace FOXO4 kinasami PKB zvysuji
transport FOXO4 z bunécéného jadra do cytoplasmy a snizuji jeho transkripcni aktivitu.
Pro zvyseni cytoplasmatické lokalizace jsou zasadni modifikace T28 a S193%, Fosforylace
na téchto residuich vytvofi dvé vazna mista rozpoznavana zeta formou chaperonového
proteinu 14-3-3. Transkripéni faktor FOXO4 obsahuje stejné¢ jako ostatni Clenové
podrodiny FOXO dva regiony zodpovédné za interakci s komplexy jadernych péru, které
zajistuji specifickou vymeénu proteinit mezi cytoplasmou a bunéénym jadrem. Konkrétné
se jedna o region NLS (z angl. nuclear localization sequence) navazujici na DBD
Vv rozsahu zbytkd 180 — 221 zajist'ujici transport do jadra a region NES (z angl. nuclear
export sequence) v pozici 300 — 308 zajist'ujici transport z jadra zpét do cytoplasmy (viz
Obr. 8, str. 22). Soucasti NLS regionu je i jedno z vaznych mist pro 14-3-3C. Tento protein
se vyskytuje ve form¢ dimeru, ktery mé nizkou afinitu k jednou fosforylovanému FOXO04
v pozici T28 nebo S193 a radoveé vyssi afinitu k dvakrat fosforylovanému faktoru (Kp <
30 nM). Pti fosforylaci obou zbytki dojde k vytvofeni dvou vaznych mist a vzniku
stabilniho komplexu FOXO4 s 14-3-3( v poméru 1:2, pfi¢emZz vazba chaperonového
proteinu zméni flexibilitu NLS regionu®® tak, e neni schopen interagovat s jadernymi
transportnimi komplexy. Vzhledem k faktu, ze region NES neni ovlivnén, dojde k posunu
rovnovahy lokalizace FOXO4 ve prospéch cytoplasmy. Zaroven s objevenim tohoto
mechanismu regulace transportu bylo prokdzano, Ze samotna fosforylace T28 a S193 ani
tvorba komplexu FOXO04/14-3-3C neovliviiuje schopnost tvofit komplex FOXO4 resp.
FOX04/14-3-3C s DNA, zatimco v pfitomnosti proteinu 14-3-3( je tvorba komplexu
FOXO04/(14-3-3(); s DNA zna&né omezena®.

Je zteymé, ze v pripad¢ jakéhokoliv transkripéniho faktoru je jaderna lokalizace zasadni
pro interakci jeho DBD s prislusnym RE. V piipadé faktoru FOXO4 se pravdépodobné
jedna o jeden z dominantnich zplsobil regulace transkripéni aktivity modulovany aktivitou

PI3K/PKB signalni drahy.

Zajimavym fenoménem spojenym s regulaci faktori FOXO PI3K/PKB drahou je tzv.
FOXO/PKB sendvi¢ (z angl. sandwich). Podstatou FOXO/PKB sendvi¢e je indukce
exprese proteinli transkripénim faktorem, které zaroven vystupuji jako soucast signalni

drahy na vyssi Grovni nez faktor FOXO4 a aktivuji kinasu PKB. Tim zpétnovazebné

-21-



inhibuji jeho aktivaci. Takovyto mechanismus zpétnovazebné inhibice signalu umoziuje

rychlé binarni piepinani odpovédi buiiky na stres®.

NLS NES

(180 - 221) (300 - 308)
N M M C

DBD (TAD)
! ! l I

Thr28 Ser194 Ser258 Thr447 Thrd451

Obr. 8: Schematické zobrazeni struktury FOXO04 s vyznalenymi cily kinas PKB (¢ervené) a JNK (modie). Dale
jsou zobrazeny DNA vazebna doména (DBD), jaderna lokaliza¢ni sekvence (NLS), jaderna exportni sekvence
(NES) a transaktiva¢ni doména (TAD). Reprodukovano na zaklad&®.

Druhou jiz zminénou kinasou podilejici se na fosforylaci FOXO4 je c-Jun N-koncova
kinasa, ktera fosforyluje FOXO4 na threoninovych zbytcich v pozicich 447 a 451. Tyto
fosforylace zpiasobuji zvySeni transkripéni aktivity a translokaci z cytoplasmy do
buné&¢ného jadra a podporuji monoubikvitinaci (viz kap. 1.5.3). Na rozdil od fosforylace
kinasou PKB nenarusuji fosforylace threoninovych residui kinasou JNK interakci
s proteinem 14-3-3¢*. Cilem kinasy JNK je vedle FOXO4 i protein 14-3-3¢. Fosforylace
proteinu 14-3-3( vede ke snizeni jeho interakce s FOX04% a tim dale posiluje jeho
jadernou lokalizaci. Navic tento mechanismus vysvétluje mozné pievazeni aktivacnich

ucinki Ral/JNK drahy nad inhibi¢nimi G¢inky PI3K/PKB drahy.

1.5.2 Acetylace

FOXO4 je mimo fosforylace regulovano i acetylaci n¢kolika jeho lysinovych zbytkd.
Modifikujicimi enzymy jsou zastupci histonacetyltransferas (CBP, z angl. binding protein
of cyclic AMP response element binding protein, a p300), které bézné vystupuji v pozici
ko-regulatorti (viz kap. 1.2.3.2) zprostfedkovavajicich acetylaci histonii povazovanou za
jeden z mechanismu aktivace transkripce (viz kap. 1.1.1). Acetylace FOXO4 snizuje jeho
transkripéni aktivitu. Obdobnég, jako lze aktivaci transkripce acetylaci histonl zvratit

aktivitou histondeacetylas, je i regulace FOXO4 ovlivnéna &innosti deacetylas®” .

U ostatnich ¢lenti podrodiny FOXO byl postulovan mechanismus aktivace transkripce
vyuzivajici pravé histonacetyltransferasy. Faktorem rekrutované acetyltransferasy

modifikuji molekuly histont, ¢imz zptsobi rozvolnéni chromatinové struktury a umozni
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tak prepis regulovanych genll. Zaroven vSak modifikuji i samotny transkripéni faktor, ¢imz
snizi jeho aktivitu. Vysledkem takovéto regulace je opét jako v piipade signalizace skrze
PI3K/PKB drahu (viz kap. 1.5.1) rychlé binarni piepinani mezi aktivni a neaktivni
signalizaci odpovédi na stres. Pfedpoklada se, ze obdobny mechanismus aktivace bude

uplatiiovan i v piipadé faktoru FOX04%1%,

1.5.3 Ubikvitinace

FOX0O4 je za podminek oxidativniho stresu na Cetnych lysinovych zbytcich
monoubikvitinovano specifickou E3 ligasou. Ubikvitinace zptisobuje zvyseni transkripéni
aktivity a indukuje jadernou lokalizaci'®. FOXO4 je dale véazano deubikvitinaénim
enzymem, ktery proteolyticky odstraiiuje ubikvitin. Tato vazba je posilena taktéz za

podminek oxidativniho stresu. Ubikvitinace FOXO4 je in vivo modifikaci transientni'%.

1 Oxidative stress

OENC

Cytoplasm @ UspP7 CBP/p300 .Ac
AN —
Nucleus @ ES Sir2

2 Oxidative stress

Obr. 9: Model regulace aktivity faktori FOXO ubikvitinaci/deubikvitinaci a acetylaci/deacetylaci. Model
predpoklada cytoplasmatickou monoubikvitinaci za podminek oxidativniho stresu vedouci k jaderné lokalizaci
a aktivaci FOXO4. Nasleduje deubikvitinace proteasou (USP7), ktera umozZni pomalou acetylaci acetyltransferasou
CBP. Acetylace vyusti v deaktivaci jaderné lokalizovaného FOXO4. Celkové tento model popisuje zpisob, jakym
buiika reguluje ¢asové omezenou aktivaci transkripéniho faktoru FOXO4. Ub = ubikvitin, Ac = acetylova skupina,
E3 = ubikvitin ligasa . Pfevzato z'%.

Ubikvitinace, stejné jako acetylace, probiha na lysinovych zbytcich. Ob& modifikace vSak
pusobi protichidné, pficemz si vzajemné konkuruji. K ubikvitinaci dochdzi mnohem
rychleji nez k acetylaci. Na zaklad¢ téchto pozorovani byl navrzen model predpokladajici
monoubikvitinaci faktoru FOXO (viz Obr. 9, str. 24), ktera zpisobi translokaci do jadra

nebo zadrzeni v jadfe. Nasledna deubikvitinace umozni odstranénim ubikvitinu opétovnou
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aktivaci a usnadni export zjadra. Volné lysiny mohou byt acetylovany CBP (viz
kap. 1.5.2), ¢imz dojde k dlouhodobému snizeni aktivity FOXO4. Celkov¢ tento popisuje
zpusob, jakym buiika reguluje ¢asové omezenou aktivaci FOXO4. Alternativné mohou
vysoké hladiny E3 ligasy zptisobit polyubikvitinaci'®, ktera jiz byla popséana jako obecny
mechanismus regulace TF (viz kap. 1.2.4.1).

1.6 Zapojeni FOXO4 do bunééné signalizace

1.6.1 Regulace odpovédi na oxidativni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) vznikaji ptirozené jako
vedlej$i produkt metabolismu kysliku v bunce. V optimalnich podminkach nejsou pro
bunku zaté€zi a predstavuji dillezity prvek v bunééné signalizaci. Stresové podminky jako
napt. UV zafeni ¢i vystaveni teplotdm mimo teplotni optimum mohou navodit zvySenou

produkci ROS vedouci k poskozeni jak informacnich (DNA), tak efektorovych molekul
(proteiny, lipidy).

FOXO4, jak jiz bylo uvedeno v kap. 1.5.1, je regulovano dvéma signalnimi drahami
(PI3K/PKB a Ral/JNK), jejichz signalizace vyusti v rizné fosforylacni schéma FOXO4 se
zcela protichidnymi dasledky na jeho transkripéni aktivitu. Za normélnich podminek je
aktivita FOXO4 negativné regulovana skrze PI3K/PKB drahu podfizenou hormonélni
signalizaci inzulinu a inzulinovému rustovému faktoru (z angl. insulin-like growth

factor)'%*,

Mirné zvyseni hladiny ROS zplisobi aktivaci malé GTPasy Ral, coz vede k fosforylacni
aktivaci stresové kinasy JNK. Aktivovana JNK dale fosforylaci threoninovych zbytka
indukuje monoubikvitinaci, jadernou lokalizaci (viz kap. 1.5.3) a aktivaci FOXOA4.
Aktivované FOXO04 navozuje zvySenou expresi enzymu odpoveédi na oxidativni stress,
predevsim superoxiddismutasy a katalasy, jejichz aktivitou dochazi ke snizeni hladiny
ROS odbouranim az na H,O. FOXO04 déle ovlivituje bunéény cyklus ve smyslu zamezeni
v piechodu do jeho S faze (viz kap. 1.6.2). Timto umozZiuje DNA reparacnim enzymim
opravit mozné posSkozeni DNA souvisejici se zvySenou hladinou ROS. Ziroven JNK

negativné ovliviluje signdlni drahu PI3K/PBK, ¢imz sniZuje jeji inhibi¢ni pisobeni na
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FOXO04 a dale tak posiluje jeho aktivaci. FOXO4 pii mirn¢ zvySené oxidativni zatézi skrze

T . ) I 90
signalizaci JNK zvysuje odolnost burniky vii¢i oxidativnimu stresu™ .

Vyrazné zvyseni hladiny ROS vyusti v inzulin a IGF nezavislou aktivaci PI3K/PKB drahy,
¢imz dojde k fosforylaci FOXO4 indukujici jeho interakci s proteinem 14-3-3. Dojde
k exkreci FOXO4 z jadra, ¢imz je zamezena jeho transkripéni aktivita. Vysoké hladiny
ROS zptisobi snizeni rezistence buiiky vic¢i oxidativnimu stresu. Vysledkem snizeni

105

resistence je ROS indukovana apoptosa bunky ~ mj. i prostfednictvim ostatnich ¢lent

rodiny FOXO¥".

Zda se, ze transkripéni faktor FOXO4 ve vztahu k oxidativnimu stresu puasobi jako
integracni bod, ve kterém dochazi k vyhodnoceni miry oxidativni zatéze a Castecné je zde
rozhodnuto o tom, zda je mira zat€ze ROS pro buniku unosnd a je potieba indukovat
stresovou odpovéd’ vedouci ke snizeni hladiny ROS, nebo zda jiz hladina ROS ptekrocila

unosnou mez a snahy o udrzeni stalosti vnitiniho prostiedi by mohly vést k fixovani

poskozeni DNA™®.
inzulin :
.

""""""""" AT SRR
il

@® || e |

N

Rezistence vici
oxidativnimu stresu

Apoptosa

Obr. 10: Schematické znazornéni protichiidného pisobeni PI3K/PKB a RalJNK drah. Inzulin a ristové faktory
signalizaci skrze inzulinovy receptor (IR), substrat inzulinového receptoru (IRS) a kinasu PI3K, ¢imZ aktivuji
proteinkinasu B. PKB dale inhibuje FOXO04, ¢imZ sniZuje rezistenci buiiky vidi oxidativnimu stresu, a tim
nepfimo indukuje apoptosu. Aktivace malé GTPasy Ral reaktivnimi formamy kysliku (ROS) vede skrze kinasu
JINK k aktivaci faktoru FOXO4 a indukuje tak expresi genii zvySujici rezistenci vii oxidativnimu stresu.
Reprodukovano na zakladé'®
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1.6.2 Regulace pirechodu z G1 do S faze bunééného cyklu

Na pocatku G1 faze je aktivita cyklin zavislé kinasy 4 (CDK4, z angl. cyclin-dependent
kinase 4) a cyklin zavislé kinasy 6 (CDK®6, z angl. cyclin-dependent kinase 6) nizka
ptedevsim kvili absenci D-cyklinovych partnert, které je aktivuji. V pfitomnosti mitogent
béhem stiedni az pozdni G1 faze hladina D-cyklinGi stoupd. Dochézi k vytvofeni
D-cyklin/CDK4 a D-cyklin/CDK6 komplexu, které jako aktivni Kinasy fosforyluji
retinoblastomovy protein  (z angl. retinoblastoma protein). Nefosforylovany
retinoblastomovy protein vaze faktory E2F (z angl. E2 promoter binding factror), které
Jsou nezbytné pro spusténi transkripce gent indukujicich DNA replikaci a vstup do S faze.
Fosforylace retinoblastomového proteinu zmirni inhibi¢ni u¢inek na E2F mediovanou
expresi gend. Jednim z disledkl transkripce E2F aktivovanych gentli je zvySeni hladiny
E-cyklint, coz vyusti v tvorbu komplexu E-cyklin/CDK2. Tento komplex jesté zvysi miru
fosforylace retinoblastomového proteinu, tzv. jej hyperfosforyluje, a tim zpisobi nevratny

piesun do S faze bun&&ného cyklu (viz obr. 11)'7,

Obr. 11: Schematické znazornéni komponent regulace bunééného cyklu pii pfechodu z G1 do S faze. Komplexy
CDK4, CDK6 a CDK2 s prislusnymi cykliny zapFi¢ini hyperfosforylaci retinoblastomového proteinu (pRb), ¢imz
je zapocata indukce replikace DNA a vstup do S faze bunécného cyklu. Inhibitory CDK p21 a p27 mohou zamezit
fosforylaci pRb a tim zamezit vstupu do S faze. Pievzato z to7,

Doposud byly objeveny dva mechanismy regulace prechodu z G1 do S faze bunééného
cyklu, na kterych participuje faktor FOXO4. Prvnim piipadem je transkripni aktivace
genit CDKN1A (z angl. cycline-dependent kinase inhibitor 1A, proteinovy produkt znamy
jako p2lcipl) a CDKN1B (z angl. cycline-dependent kinase inhibitor 1B, proteinovy
produkt znamy jako p27kip1)'®. Oba proteiny, p21icipl i p27kipl, patii mezi inhibitory
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CDK2 a CDK4 ajejich zvysena aktivita vede k zastaveni bundéného cyklu v G1 fazi'®.
Druhym ptikladem antiproliferativni funkce FOXO4, ktery neni zavisly na p21 ani p27, je
snizeni exprese D-cyklinii, které vyusti ve snizenou fosforylaci retinoblastomového

proteinu a zaroven je doprovazeno sniZzenim jeho celkového mnozstvi®'.

1.6.3 Regulace angiogeneze jako odpovéd’ na hypoxii a hladinu nutrienti

Nastartovani angiogeneze z divodu ischemie je pro vyvijejici se ¢i nadorové bujici tkané
zivotng dulezité. Signdlem ischemického stavu buiiky je pfedevs§im nedostate€né zasobeni
kyslikem a zivinami. Efektivni stimulace angiogeneze je dosazeno za podminek hypoxie

iy . v . el1l
a snizeného ptisunu nutrientd .

Transkripéni faktor HIF1 (z angl. hypoxia-inducible factor) zajistujici odpovéd’ buiky na
hypoxii sestava ze dvou podjednotek HIF1a a HIF1B. HIF slozeny z obou podjednotek je
schopen vazat regulacni element hypoxie (z angl. hypoxia response element) a aktivovat
transkripci genit indukujicich angiogenezi. Pii dostatecném zasobeni kyslikem je
podjednotka HIFla hydroxylovana na dvou prolinech prolyl-4-hydroxylasou.
Hydroxylovany HIFla je polyubikvitinovan komplexem obsahujicim pVHL (odvozeno
z protein Von Hippel-Lindau) a nasledné degradovan. SniZzena hladina kysliku v buice
neumozni hydroxylaci prolinovych zbytki HIFla, ¢imz znemozni polyubikvitinaci

a degradaci®.

Signalni kaskada PI3K-PKB-FOXO4 zajistuje ve vztahu k angiogenezi poskytnuti
informace o kvalité krevniho zasobeni z hlediska mnozstvi nutrientd, pficemz tato
informace je zprostiedkovana signalizaci inzulinem. V piipad€ nedostatecné signalizace
PI3K/PKB drahy dojde k importu FOXO4 do buné¢ného jadra a jeho aktivaci vedouci ke
spusténi transkripcnich programt, které ve svém dlsledku snizuji hladinu HIF1a.
Potencialnim prostfednikem se zda byt specifickd E3 ubikvitin ligasa, ktera je mj.
odpovédna také za polyubikvitinaci HIF1a. FOXO04 mizZe inhibovat angiogenezi i za
hypoxickych podminek, tedy i v pfipadech rapidné rostoucich tumorti. Tomu odpovida
I Casty vyskyt poruchy PI3K/PKB signalni drahy zptisobeny nefunkénim proteinem PTEN
(z angl. phosphatase and tensin homolog), ktery zajist'uje pfirozenou inhibici PI3K/PKB
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drahy. Deaktivace PTEN vede ke konstitutivni aktivaci PI3K/PKB drahy a konstitutivni
inhibici FOX04'.

1.7 Prostorova struktura FoxO4-DBD

K dne$nimu dni existuji v databazi RSCB (z angl. Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics) sdruzujici veskeré publikované struktury biologickych makromolekul dva
modely navrzené pro DBD i pro komplex DBD s DNA (dale jen DBD/DNA) lidského
transkripéniho faktoru FOXO4 na zakladé dat ziskanych metodou nuklearni magnetické

rezonance (NMR) spektroskopie, respektive rentgenové krystalografie.

Jako prvni byl v roce 2000 na zaklad¢ NMR spektroskopické analyzy navrzen model pro
volnou FOXO4-DBD. Autofi potvrdili typickou forkhead/winged helix DBD zahrnujici
residua 102 az 176. N- a C- koncové ¢asti DBD vykazovaly typicky chemicky posun
a nizkou miru resonance pozorovanou u neusporadanych a zna¢né flexibilnich struktur,

. . - . 112
které proto nejsou soucasti navrzeného modelu™*.

Obr. 12: Model struktury komplexu FOXO4-DBD/DNA. FOXO4-DBD zobrazena ve stuzkové reprezentaci,
dvousroubovice DNA pak v ty¢kové reprezentaci. Prvky sekundarni struktury jsou oznaceny podle nomenklatury
FOX proteinii rozebrané v textu. (a) Zobrazeni podél osy Sroubovice H3. (b) Zobrazeni reprezentujici situaci kdy
osy dvousroubovice DNA i §roubovice H3 jsou rovnob&zné s osou nakresny. Pievzato a upraveno z'**.

Model pro strukturu komplexu FOXO4-DBD/DNA byl navrzen v roce 2010 prof. Obsilem
a kolektivem piisobicim na Ptirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze na zaklad¢
rentgeno-krystalografické analyzy proteinového krystalu tvofeného komplexem DNA
(13bp duplex, (5-CTATGTAAACAAC-3’, obsahujici FOXO consensus binding sequence
5"-GTAAACAA-3') a FOX04-DBD, zkracené o smycku W2 na C-konci (viz Obr. 12)™3,
Diivodem zkraceni byla flexibilita C-koncového regionu znemoziujici uspeSnou

krystalizaci. Postulovany model komplexu odpovidal v zékladnich rysech velmi dobfte
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ostatnim dosud publikovanym modelim struktur FOXO-DBD ¢i jejich komplexiim
s DNA.

Struktura FOXO04-DBD je tvoiena tiemi a-Sroubovicemi (H1 — H3), jednou 319-Sroubovici
(H4) a trojfetézcovym [-skladanym listem (S1 — S3). Topologicky lze strukturu
FOXO04-DBD vyjadrit jako H1-S1-H2-H4-H3-S2-W1-S3-W2. Vsichni zéstupci podrodiny
FOXO se od zbytku FOX faktord odliSuji inzerci péti aminokyselin v oblasti mezi
a-Sroubovicemi H2 a H3 (K337GDSN1y41, Cislovani zbytk odpovida FOXO04). Sroubovice
H3 je zanotfena do velkého zlabku DNA, pfi€emZ osa a-Sroubovice svird téméf pravy thel

s 0sou dvousroubovice DNA (viz Obr. 13).

Obr. 13: Stereoreprezentace interakce Sroubovice H3 s velkym Zlibkem dvousroubovice DNA. Zobrazeno jadro
rozpoznavané sekvence (5-TAAACA-3"). Molekuly vody reprezentovany cervenymi body. Vodikové vazby
znazornény preruSovanymi ¢arami. U vybranych residui a molekul vody zobrazena reprezentace elektronové
hustoty. Pfevzato a upraveno il

Dale byly identifikovany regiony odpovédné za vazbu DNA: W1 smycka mezi fetézci S2
a S3, otocka mezi Sroubovicemi H4 a H3 a N-koncovd smycka predchéazejici prvni

Sroubovici H1 (viz Obr. 14, str. 30).

Na zaklad¢ molekularné dynamickych simulaci a FRET (z angl. fluorescence resonance
energy transfer) analyzy byl jako jeden z DNA vazajicich regionu identifikovan
i C-koncovy W2. Pravé tyto regiony vykazuji mezi jednotlivymi podrodinami faktordt FOX
nejveétsi sekvenéni variabilitu a pfedpoklada se, Ze mohou byt zodpovédné za modulaci
vazebné specificity. Rozhodné vsak svou interakci s DNA pfispivaji ke zvySeni stability

komplexu. Nejvyssi stupeii konzervace naopak vykazuji a-§roubovice H1, H2 a H3™.
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Obr. 14: Schematicky diagram identifikovanych kontakti mezi FOXO4-DBD a DNA. Residua a baze participujici
na specifickych kontaktech zbarveny &ervené, resp. Sedé podbarveny. Pirevzato a upraveno 7™,

Struktura domény je stabilizovana hofecnatym iontem oktaedralné koordinovanym
C-koncovymi zbytky H3 o-§roubovice. Sroubovice H3 tvoii nékolik pfimych i vodou
mediovanych vodikovych vazeb s bazemi DNA. S fosfatovou kostrou interaguji zbytky
N-koncové casti a smycka W1. Vzhledem k zanedbatelnym rozdilim v sekvenci H3
Sroubovic mezi FOX proteiny se predpoklada, ze sekvenéni specificita DBD je ddna mj.
umistovanim o-Sroubovice H3 do velkého zlabku okolnimi regiony. V piipadé¢ FOXO
faktori miize byt toto vysledek kontakti N-koncové ¢asti Sroubovice H3 se smyckou
H2-H3 a N-koncovou ¢asti DBD. U FOXO4 tyto regiony interaguji skrze tvorbu klastru
hydrofobnich aminokyselin N-konce (Trp97, Tyr97), H2-H3 smycky (Tyr133, Phel34)
a a-Sroubovice H3 (Trp146) (viz Obr. 15, str. 31).

Vedle piimého rozpoznavani bazi DNA vyplynul z modelu struktury komplexu
FOXO4-DBD/DNA dalsi mozny mechanismus zalozeny identifikaci celkového tvaru
dvousSroubovice DNA, kterd V pozorovaném komplexu vykazovala oproti kanonické
B-formé ohyb 13° kolem a-Sroubovice H3™3. DNA sekvence bohaté na AT pary vykazuji
prirozené signifikantni ohyblls. Stale zGstava otazkou, zda je pozorovany ohyb DNA

pfic¢inou ¢i disledkem vazby.
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Obr. 15: Klastr hydrofobnich residui na rozhrani mezi N-koncovym regionem , H2-H3 smyckou a Sroubovici
H3. FOX03-DBD zbarvena fialové, FOXO1-DBD Zluté a FOXO4-DBD modie. Pievzato a upraveno z'%,

1.8 Metody studia struktury biologickych makromolekul

1.8.1 Pristupy k FeSeni trojrozmérné struktury proteini s vysokym rozliSenim
Prvni proteinova struktura (myoglobinu) byla vyfeSena vroce 1958 pomoci
rentgeno-strukturni analyzy proteinového krystalu*®. Od té doby pocet i rychlost, s jakou

jsou nové vytesené proteinové, struktury publikovany, neustale roste.

Rentgenovéa krystalografie je nejstarSi a nejpopularnéjsi metoda umoznujici ziskat
informace o trojrozmérné struktufe proteinu s vysokym rozliSenim. Tato metoda je
zalozena na rozptylu rentgenového zafeni elektrony molekuly proteinu. Na rozdil od
viditelného zareni nejsou v dnesni dobé technicky dostupné ¢ocky fokusujici rentgenové
zateni do obrazu reflektujiciho pfislusny vzor (proteinovy krystal). Namisto toho je
rozptylené zateni zaznamenano jako difrakéni obrazec, ktery je naslednou Fourierovou
transformaci pfeveden na obraz proteinové struktury ve formé mapy elektronové hustoty.
Difrakce odpovidajici jedné molekule nese teoreticky veSkerou informaci nutnou
k vytvoteni mapy elektronové hustoty, avSak prakticky je slaba a nedetekovatelna. Zesileni
signalu je dosazeno uzitim proteinovych krystalli, coz jsou trojrozmérné periodicky

usporddané pole prakticky stejné orientovanych proteinovych molekul. Pravé ptiprava
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krystalii nemusi byt v nékterych ptipadech zcela trividlni. Integralni membranové proteiny,
velké makromolekularni komplexy, nestrukturované ¢i multidoménové proteiny, az
navyjimky nebo pifi pouziti specidln€¢ navrzenych technik, prakticky nekrystaluji.
Nepfirozené interakce sousednich molekul v krystalu mohou zplsobit, ptredevsim
u flexibilnich ¢asti, zaujmuti nepfirozené konformace. Jejich struktura v krystalu se pak

117,118

muze lisit od struktury v roztoku . Presto zlistava tato metoda absolutné nejuzivanéjsi,

predevsim z divodu ultimétniho rozliSeni dosahujicitho az na atomarni uroven (rozliSeni

1.2A a lepsi)™™.

Problém nutnosti pfipravy proteinovych krystalii a zkresleni struktury dané neptirozenymi
kontakty molekul v krystalu byl pieklenut v 80. letech minulého stoleti zavedenim
techniky nukledrni magnetické rezonance pro determinaci trojrozmérné struktury proteint
120 principem NMR spektroskopie je vystaveni jader s nenulovym jadernym spinem (*H,
B¢c, ®N) silnému magnetickému poli, pfiCemz jsou tato jadra excitovdna na vysSi
energetickou hladinu rezonan¢nim radiofrekvenénim pulsem. Meéfenim nasledné
deexcitace v ¢asové doméné a jejim pievedenim do frekvenéni domény pomoci Fourierovy
transformace ziskame NMR spektrum. Chemické okoli kazdého excitovaného jadra se
odrazi v jemném posunu rezonancniho maxima. Tento tzv. chemicky posun je pak

nositelem strukturni informace®®

. NMR spektroskopie umoZiluje analyzovat protein
v roztoku, ¢imz je zachycena i flexibilita struktury. Céste¢né lze analyzovat i neslozené &i

castecné sloZené proteiny.

Pro detailni strukturni analyzu je zapotiebi pfipravit vicendsobné (13C, N, piipadné 1H)
znaceny protein, ktery navic musi byt dostatecné stabilni ve vysokych koncentracich a za
podminek kompatibilnich s NMR analyzou. Tyto naroky jsou spolecné s maximalni
velikosti proteinu ¢l komplexitou vzorku hlavnimi limitacemi.
Abychom dostali odpoveéd’ o detailnim uspoiadani molekul ¢i jejich ¢asti a byli schopni
jejich nésledného poskladani do multidomenové ci multiproteinové struktury, je vyhodné
kombinovat vysoce rozliSujici techniky s technikami s nizsim rozliSenim, které NMR
a rentgenovou krystalografii dopliiuji a fadu jejich limitaci obchéazeji. V neposledni fadé je
tieba zminit i ekonomickou naroénost NMR experimentd plynouci jak z drahé a na provoz
narocné NMR instrumentace, tak z néakladnosti pfipravy rekombinantnich, izotopové

znaenych proteinﬁlzz.
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1.8.2 Pristupy k FeSeni trojrozmérné struktury proteini s nizkym rozliSenim

Na rozdil od vysoce rozliSenych struktur ziskdvanych dvéma vyse zminénymi technikami
je mozné tesit strukturni uspofadani ¢i interakce pomoci celé Skaly biofyzikalnich technik
snizkym rozliSenim. Prvni takovou je kryoelektronova mikroskopie (CryoEM).
Analogicky s klasickym svételnym mikroskopem dochazi u cryoEM Kk ozafeni vzorku,
v ptipadé¢ cryoEM svazkem elektroni. Rozptylené zareni je fokusovano soustavou
magnetickych ¢ocek, coz vede k vytvoteni piislusSného obrazu sledované Castice vzorku,
lIépe tfeceno 2D prumétu. Na rozdil od rentgenostrukturni analyzy a NMR spektroskopie
zdaleka neposkytuje data s tak vysokym rozliSenim. Zasadni vyhodou EM je moznost
studovat strukturu velkych multiproteinovych komplexti ¢i celych bunéénych organel
s rozligenim 7 — 30 A. Hlavnim polem vyuziti EM ve strukturni biologii je poskladani
strukturné charakterizovanych podjednotek, jejichz struktura byla urena na zakladé
technik s vysokym rozlisenim, do modelu rozsahlych multienzymovych komplexti. Stejné
jako u NMR je nevyhodou EM vysoka pofizovaci cena instrumenti s kvalitni rozliSovaci

schopnostim.

Technikou s nizkym rozliSenim vyuzitelnou ke studiu struktury je malothlovy rozptyl
rentgenového zafeni (z angl. small angle X-ray scattering). Tato metoda umoziiuje
zkoumat strukturu proteinti v roztoku. Strukturni informace je ziskana na zakladé
elastického rozptylu rentgenovych paprski prochdzejicich vzorkem jako zdznam intenzity
rozptyleného zéfeni na rozptylovém uhlu. Vysledny zdznam je charakteristicky predevSim

pro velikost a celkovy tvar proteinové molekuly 2.

Technikou vhodnou pro stanoveni podjednotkového slozeni komplexi, odhadu velikosti
atvaru proteini je analytickd ultracentrifugace, ktera je zaloZena analyze sedimentace
astic %, Ke studiu proteinové struktury a jeji dynamiky a interakci proteinit byvaji
vyuzivany i dalsi techniky jako jsou izotermalni titracni kalorimetrie, micro-scale
thermophoresis ¢i spektroskopie cirkularniho dichroismu. Rozbor téchto technik vsak

ptresahuje zabér této diplomové prace.

1.8.3 Metody studia struktury proteinia zaloZené na hmotnostni spektrometrii
Mezi strukturni techniky s nizkym rozliSenim, lze v dneSni dobé bezesporu zaradit

metodiky zalozené na hmotnostni spektrometrii.
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Prvnim prikladem mize byt limitovana proteolyza, kterd vyuziva riznych proteolytickych

enzymi k odhaleni p¥istupnosti proteinové struktury™.

Zakladnim principem dalSich metod je provedeni znaceni proteinu, které je zavislé na
struktufe proteinu a zpusobuje zménu hmotnosti proteinu a je tedy detekovatelné
hmotnostni spektrometrii. Témito metodami jsou: vodik/deuteriovd vyména a kovalentni

znaceni véetn€ specialni metody tzv. chemického siténi.

1.8.4 Vodik/deuteriova vyména ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou

analyzou
Metoda vodik/deuteriové vymény (HDX, z angl. hydrogen/deuterium exchange) vychazi
z poznatku, ze vodikové atomy vazeb O-H, N-H a S-H proteini jsou vyménovany za
atomy vodikli okolniho rozpoustédla. Vyména H—H neni technicky detekovatelna.
Vystaveni proteinu tézké vodé (D,0), vede k vyméné H—D, ktera zptsobi zvySeni hmoty
proteinu o jednu hmotnostni jednotku za kazdou uskute¢nénou vyménu. Pfedmétem studia
HDX jsou diky optimalnimu ¢asovému rozmezi vymény piedev§im vodiky amidické, které

nalezneme u kazdého aminokyselinového zbytku s vyjimkou prolinovych a N-koncovych.

log k (sec)

pD

Obr. 16: Zavislost dekadického logritmu rychlostni konstanty vyménné reakce H—D (k) na pD. Pievzato
a upraveno z 1%

HDX je nejrychlejsi pro kompletné solvatované regiony neparticipujici na vodikovych

vazbach. Rychlostni konstanta vyménné reakce H—D, kgy, je ovlivnéna okolnimi
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aminokyselinovymi zbytky, teplotou pD (zaporny dekadicky logaritmus aktivity D" iontl —
obdoba pH pro deuterovand rozpoustédla). Ze zavislosti rychlostni konstanty vymény na
pD (viz Obr. 16, str. 34) plyne, Zze k minimalni vyméné dochézi pti pD 2,5. Nad pD 4

dochazi ke zvySeni kgx o fad na kazdou jednotku pD.

Klicem k vyuziti HDX pro studium struktury proteint je fakt, ze mira a rychlost konverze
N-H—N-D je moduloviana konformaénim stavem proteinu. V uspofadanych regionech
dochdzi k vytvofeni mnoha intramolekulérnich vodikovych vazeb. Zaroven byva v téchto
regionech omezen pfistup solventu. | chranéné useky vSak mohou vykazovat métitelnou
HDX. Takovéto vymeény jsou zprosttedkované piechody mezi tzv. otevienymi
a uzavienymi konformacemi, zpusobenymi termalnimi pohyby. Populace sekvenéné
identickych proteinovych molekul v roztoku neni zdaleka homogenni, ale spiSe odpovida
Gaussovské distribuci. Nejvice zastoupena je za fyziologickych podminek nativni
konformace odpovidajici lokalnimu energetickému minimu. Ostatni, mén€ zastoupena
a Caste¢né rozbalena, species lze z termodynamického hlediska povazovat za excitované
stavy. Tyto opakujici se pohyby byvaji oznacovany jako ,,dychani“. Celkovy vyménny

mechanismus muze byt v takovychto ptipadech vyjadien rovnici

kO kEX kZ
N- Huzavfené = N-H oteviend — - Dotevfené = N- Duzavfené (1),
Z 0

kde ko, k; jsou rychlostni konstanty otevirani a zavirani. Rovnice (1) byva diskutovana pro
dva krajni mody vymény nazvané Ex1 a Ex2. Pro Ex1 plati, Zze kex >> k. Je ziejmé, Ze
Vv takovém piipad¢ dojde k vyméné prakticky pii prvnim otevieni tésné konformace, dalo
by se fici pfi prvnim ,,nadechnuti* proteinu v D,O. Pro Ex2 naopak plati, ze kex << K. Pfi
Ex2 dojde k vymén¢ vodiku za deuterium béhem existence oteviené konformace jen
s uréitou malou pravdépodobnosti. V prubehu casu dochazi pii Ex2 ke kontinudlnimu
zvySovani primérné hmoty v disledku vymény H—D. Pii1 Ex1 existuji spiSe dvé populace
— nedeuterovand a deuterovand — mezi nimiz Se v ¢ase proporcionalné méni cetnost
vyskytu (viz Obr. 17, str. 36). Za fyziologickych podminek byva nejcastéji pozorovan

mechanismus odpovidajici Ex2'%,
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Ex2 Ex1

labeling time

labeling time

labeling time

m/z

Obr. 17: Schematické znazornéni zavislosti deuterace proteinu na dobé znadeni v D,O pro dva rozdilné
mechanismy vodik/deuteriové vymény: Ex1 (vpravo) a Ex2 (vlevo). Pfevzato a upraveno z

Metodu HDX byla nejprve vyuzita ve spojeni s technikou NMR. Novéjsim piistupem je
spojeni HDX s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS), které lze pouzit pro stanoveni
zavislosti miry deuterace na Case, po ktery byl protein vystaven D,O. Informace ziskané
témito experimenty vypovidaji o stabilité¢ a dynamice elementt sekundarni struktury, spise

nez o celkovém povrchu, ktery je ptistupny rozpoustédlu.

Velmi dtlezitou aplikaci metody HDX-MS je sledovani protein-ligandovych a protein
proteinovych interakci, at’ jiz na arovni celého proteinu ¢i konkrétnich regioni. Mira
celkové deuterace proteinu nese informaci 0 jeho interakcich, protoze vazba partnera
ovlivni termodynamickou stabilitu, konformaci nebo pfistup rozpoustédla v urcitych
regionech. Pro identifikaci konkrétnich regionii je vyuzivan klasicky hmotnostné
spektrometricky pfistup proteolytického $tépeni nasledovaného LC-MS (z angl. liquid
chromatography — mass spectrometry) analyzou V anglosaské literatufe znamy jako
bottom-up. Znaceni objektu v D,O je v urcenych Casovych bodech ukonceno okyselenim
a ochlazenim na 0°C, nasledovanym Stépenim proteasou tolerujici kyselé podminky.
Vyslednd smés deuterovanych peptidii je odsolena a separovana na HPLC koloné
s reversni fazi. Separované peptidy jsou podrobeny ESI-MS analyze. V HPLC systémech
se bézné pouzivaji vodné faze na bazi H,O. K minimalizaci tzv. zpétné vymény (D—H)

u amidickych vodikt, ke které by zde mohlo dochazet, je nutné cely systém chladit na

-36-



teplotu 0°C, udrzovat v ném pH 2,5 a veSkeré operace provadét co mozna nejrychleji.
Vyménu na postrannich fetézcich, ke které také dochazi, nelze prakticky studovat, jelikoz
v obou smérech (H—D 1 D—H) je tak rychld, Ze prakticky nelze zabranit zpétné vymeéné
pii HPLC separaci. Kyselé pH tolerujici proteasy vykazuji obecné malou specificitu a pied
samotnou analyzou HDX experimentu je nutné pro kazdy protein stanovit a optimalizovat
mnozinu peptidi vznikajicich za danych experimentdlnich podminek. Peptidy jsou
identifikovany MS/MS analyzou, pii které je jednou =z fragmentacnich technik
identifikovan na zdkladé znamé aminokyselinové sekvence proteinu kazdy vznikly
peptid*?’.
Obr. 18.

Schematické znazornéni reprezentativniho experimentu je vyobrazeno na

72 ";x_‘ s > - ‘: L
AT D,0 buffer DR S Ty
f,.. 4 .q & = Q
—_— .7. Tl ™ 3 -5 ¥ { [‘_
. Same pH and YR Quench exchange Pepsin digestion, '
= g temperature ) < reaction at various 0°C,pH25 - v
Equilibrate 25°C, Backbone amides times, 0°C, pH 2.5
formulated pH become deuterated UPLC of pepsin
fragments, 0°C
. 7\ ‘ MS for
} a 7’ I, each
L 14/ s pepide & tmes
- s " inD,O
R — s LA tf———— r— shown
Interpretation in "' Time (i) Data processing Electrospray MS
light of structure, Deuterium .
if known incorporation graphs s
Compare data from different protein speci 602 605 608 shown e S o S0
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Obr. 18: Schéma znazoriiujici reprezentativni HDX-MS experiment. Objekt studie (protein, komplex protein-
ligand, atd.) je vystaven pufru s D,O, pfi¢emz dochazi k vyméné amidickych vodikia kostry za atomy deuteria.
Vyménna reakce je v danych ¢asovych bodech ukonéena okyselenim na pH 2,5 a ochlazenim na 0°C. Smés peptidi
vznikla naslednym §tépenim pepsinem je odsolena a 1podrobena LC separaci pri 0°C. Nasleduje ESI-MS analyza,
zpracovani vysledki a jejich interpretace. Pfevzato z**

Relativni mira deuterace je u kazdého pozorovaného peptidu dana rovnici

m(t) —m,
M, o0 —My

D(t) = (),

kde m(t) je vazeny pramér hmot pikd izotopové obalky sledovaného peptidu v ¢asovém

bodeé t, my a Mo jsou hmoty odpovidajici nedeuterované a pln¢ deuterované form¢ peptidu

a D(t) je mira deuterace v ¢asovém bod¢ t.
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Uskalim interpretace HDX-MS dat je piipad, kdy vazba partnera neindukuje zmény

v piistupnosti vodikovych miistkil a je tak pro HDX &asteénd neviditelna?,

Vedle studia interakci vazebnych partnerii lze HDX experimenty vyuzit k mapovani
flexibilnich regiond, které byvaji vystaveny rozpoustédlu a nejsou zahrnuty v systému
vodikovych vazeb sekundarnich struktur. Identifikace takovych regionli muze pfispét
Kk navrzeni 1épe krystalujicich konstrukti vhodnych k rentgenostrukturni analyze

poskytujici strukturni data s vysokym rozlisenim.

O prekonani ur¢itého hendikepu v podobé nizkého rozliseni HDX techniky, daného ne
zcela ovlivnitelnym nespecifickym S$tépenim, se snazi zavedeni novych disociacnich
technik (disociace ptenosem elektront, disociace zachytem elektront), kdy fragmentace
peptidovych produkt v hmotnostnim spektrometru dovoluje teoreticky dosahnuti az
hrani¢niho rozliseni, kdy je vymeéna piifazena konkrétni amidové vazbé. Nové
fragmentacni techniky slibuji zamezeni efektu preskakovani vodikovych a deuteriovych
atomll v ramci peptidu, ke kterému dochazelo pti zahtati peptidovych iontil v plynné fazi

., ,128
kolizni aktivaci™".

1.8.5 Chemické siténi ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou analyzou

Chemické siténi ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou analyzou (z angl. chemical
cross-linking coupled with mass spectrometry) aplikované na proteinech ¢i proteinovych
komplexech je zalozeno na kovalentni modifikaci proteinu bifunkénim ¢inidlem vedouci
ke spojeni prostorové blizkych aminokyselinovych zbytkd a jejich nasledné identifikaci

pomoci hmotnostni spektrometrie®?.

Sitovaci ¢inidlo sestava z alifatické spojky (z angl. linker) nesouci na obou stranach dvé
reaktivni funkéni skupiny. Spojka definuje vzdalenost funkcnich skupin a udava tim
maximalni moznou vzdalenost siténim kovalentné spojenych aminokyselinovych zbytki.
Reaktivni funkéni skupiny, at' jiz u homobifunkénich (stejné reaktivni skupiny) ci
heterobifunkénich  (rozdilné  reaktivni  skupiny) ¢inidel, definuji  specificitu.
K nejuzivangj$im patii amin-reaktivni ¢inidla na bazi esteri N-hydroxylsukcinimidd.
N-hydroxylsukcinimid reaguje pfednostné s primarnimi aminy. Mezi jeho nevyhody patfi
nizka rozpustnost a nestabilita ve vodnych rozpoustédlech. Dal$imi casto uzivanymi

¢inidly jsou karbodiimidy. Karbodimidova cinidla neinkorporuji spojku, ale piimo
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kovalentné spojuji velmi blizké (< 3 A) aminokyselinové zbytky (karboxylové skupiny

kyselych zbytkil s aminoskupinami)*®.

Identifikace vzniklych siténi pomoci hmotnostni spektrometrie zahrnuje dva zakladni

piistupy: top-down a bottom-up (viz Obr 19, str. 40).

Bottom-up ptistup vychdzi ze specifického enzymatického Stépeni vysledné reakéni smési
po sitovaci reakci a nasledné identifikaci siténi mezi vzniklymi peptidy pomoci
hmotnostni spektrometrie. Zasadni pro ziskani kvalitnich vysledk je vybér proteasy
s optimalnim pokrytim sekvence. Vzhledem k nizkym vytézkiim sitovaci reakce, kdy jen
¢ast redlnych produkti odpovida spojeni dvou aminokyselinovych zbytk, je tfeba vénovat
zvlastni pozornost optimalizaci reakéniho ¢asu, pH pufru a v neposledni fadé koncentraci
¢inidla. Po sitovaci reakci nasleduje kontrolni jednorozmérna gelova elektroforéza ¢ésti
vzorku (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis)
avolitelna hmotnostné spektrometrickd analyza technikou MALDI-ToF (z angl.
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-fligh) pro ovéfeni vytézku reakce
a moznou optimalizaci podminek. V pfipad¢ dostatecného vytézku je mozné pfistoupit ke
Stépeni specifickou proteasou a to bud’ ptimo v ¢asti vytiznutého polyakrylamidového gelu
nebo v pivodni reakéni smési. Stdpeni v roztoku poskytuje obvykle vétsi vytdzky.
Vysledkem digesce je smés obsahujici nemodifikované peptidy, peptidy modifikované
¢astecné hydrolyzovanym c¢inidlem (hydrolyza jedné reaktivni skupiny) nebo dvojice
peptidit spojené sitovacim ¢inidlem, poptipadé cyklicky produkt vznikly reakci Cinidla
s dvéma aminokyselinovymi zbytky téhoz peptidu. Takovato smés je analyzovana
technikami MALDI ¢i ESI-MS. Vyhodnoceni hmotnostné spektrometrickych dat pak
spociva ve vytvoreni souboru teoreticky vznikajicich siténi, ktery je nasledné porovnan
s experimentalnimi daty. Shodné zaznamy jsou kriticky zhodnoceny pomoci kontrolnich
vzorkli ptfipravenych bez sitovacich Cinidel. Identifikaci produkti chemického siténi
napomahd pouZiti smési izotopové znacenych cCinidel, typicky ctyinasobné deuterovaného
¢inidla v oblasti spojky a nedeuterovaného c¢inidla. Vysledkem je vyskyt duplicitnich
izotopovych obalek lisicich se 0 4,025 u v hmotnostnich spektrech. Necast&jsimi problémy
bottom-up ptistupu jsou dlouhé vznikajici peptidy kvuli ¢astému pieskoceni St€pného mista
proteasou. K tomu dochazi, protoze nejCastéji uzivana cinidla (N-hydroxysukcinimid
a jeho derivaty) modifikuji mj. lysinové zbytky a nejcastéji pouzivana proteasa - trypsin —

obvykle Stépici mj. za lysinovymi zbytky, nestépi ty modifikované. Dalsi limitaci je
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snizeni nabojového stavu generovaného ioniza¢nimi technikami v disledku ztraty
pozitivniho naboje modifikovanych aminoskupin. V ptipadé komplexnich vzorkl, ve
kterych se hmoty riznych produkti sitovaci reakce mohou ¢asto jen velmi malo lisit, je

kladen zvySeny narok na rozliSovaci schopnost hmotnostné spektrometrického
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Obr. 19: Hlavni strategie charakterizace proteinové struktury pomoci chemického siténi a hmotnostni

spektrometrie. Bottom-up (A) a top-down (B) piistup. Popis v textu kap. 1.8.4. P¥evzato z**.

Pfi top-down piistupu je intaktni sitény protein ¢i komplex proteinii pfimo analyzovan
nejcastéji  technikou ESI-FTICR (z angl. electrospray ionization-Fourier-transform
ion-cyclotron resonance). Produkty chemického siténi jsou izolovany v ICR cele
a nasledné fragmentovany fadou fragmentacnich. Vyhodou takového pfistupu je moznost
izolovat v plynné fazi jednou modifikované proteiny, u kterych je minimalizovan vliv
mnohacetnych modifikaci na strukturu. Nevyhodou top-down pfistupu je pomérné¢ draha

. oy . . s 12
instrumentace a naroéné vyhodnoceni experimentalnich dat'%.

V nedavné dob¢ se objevily snahy provadét chemické siténi proteini in vivo piimo
v zivych bunikidch a kovalentné tak spojit interagujici proteiny v jejich nejpiirozenéjSim
prostiedi. Tento pfistup muze poskytnout unikatni pohled na organizaci bunécnych

procesti. Vyhodou oproti béznym postuptim je podchyceni i velmi slabych a transientnich
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interakci, které jsou vétSinou ztraceny v prubéhu purifikace pfed béznymi analytickymi
postupy. Doposud byly publikovany dvé principielné rozdilné strategie in vivo chemického
siténi. Prvni vyuziva jako sitovaci Cinidlo formaldehyd, ktery velmi dobie prostupuje

131

bunéfnou membranou do buiky Druhd strategie je zalozena na inkorporaci

fotoaktivnich chemikalii mimikujicich pfirozené aminokyseliny do zdjmového proteinu

proteosyntetickym aparatem buiiky'*?,

Novym pfistupem, ktery zasadné vylepSuje metodu siténi interagujicich proteinovych
molekul sitovacim c¢inidlem in vivo je tzv. metoda reportéru proteinové interakce (PIR,
z angl. protein interaction reporter). Hlavnim ptinosem je vyvoj novych sitovacich ¢inidel
(PIR) umoznujicich snadnou identifikaci siténi v komplexnim vzorku ziskaném po in vivo
sitovaci reakci. PIR sit'ovaci ¢inidlo obsahuje dvé labilni vazby, které je mozné disociovat
pfimo v hmotnostnim spektrometru. Disociaci labilnich vazeb dojde k rozdéleni sitovaciho
¢inidla na tfi fragmenty. Dva fragmenty jsou tvofeny vzdy jednim z pivodné sitovanych
peptidd a definovanym zbytkem d¢inidla. Tteti fragment tvoii reportérova skupina.
Ptitomnost reportérové skupiny ve fragmentovém spektru slouzi k jednoznacné identifikaci
prekurzorového iontu jako produkt sitovaci reakce. Ostatni ionty fragmentového spektra
jsou dale podrobeny dalsi fragmenta¢ni analyze nebo prohledany proti proteinové databazi
s cilem identifikovat oba plivodné siténé peptidy. Tento pfistup umoziiuje zasadni redukci
analyzovanych dat, coZ zvySuje rychlost analyzy a pfedurCuje tuto metodu pro rozsahlé
studium proteinové interak¢ni sité. Reportérova skupina mize byt zaroven vybavena
afinitni skupinou (napf. biotin), ktera umoziuje snizeni komplexity vzorku afinitnim
nabohacenim. Takto ziskand data nesou kromé informace o interakci dvou proteind

I zakladni informaci o interagujicich regionech133’134.

1.8.5.1 Nativni hmotnostni spektrometrie a iontova mobilita

Nativni hmotnostni spektrometrie umoziuje zachovat kvartérni strukturu proteinovych
komplexii v prubéhu hmotnostné spektrometrické analyzy a zkoumat tak jejich dynamiku
a topologii podjednotek. Jako iontovy zdroj je pouzivadna elektrosprejova ionizace (ESI,
zangl. electrospray ionization). Misto obvyklé smési kyselého vodného roztoku
a organické faze v poméru 1:1, ktery zptisobuje ¢asteCnou denaturaci a rozbaleni proteinti
¢i rozpad kvartérni struktury v pfipadé komplexd, jsou pouzivany tzv. t€kavé pufry (napf.

vodny roztok octanu amonného pouZitelny v koncentracnim rozmezi od SmM — 1M), které
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na rozdil od béznych pufri uzivanych ve strukturni biologii k navozeni nativnich
podminek nenaruSuji proces ionizace. Béhem ioniza¢niho procesu dochéazi k vytékani

amonium-acetatového pufru, ktery zanecha prakticky nesolvatovany ion proteinu135.

Principem experimentu je v iontovém zdroji ziskat ion nativniho komplexu a stanovit
nejprve sumarni hmotnost komplexu. Nasledné je experiment zopakovan, pfiCemz je
proteinovy komplex podroben riznym disociatnim podminkam, pti kterych muze dojit
k ¢asteéné az uplné disociaci podjednotek komplexu. Po disociaci jsou opét stanoveny
hmoty rozpadovych produktii. Ze ziskanych hmot podjednotek a komplexu je mozné
dovodit jeho stechiometrii. Je znamo, Ze periferni podjednotky disociuji nejdiive. Hmoty
rozpadovych produktt pii riznych disocia¢nich podminkach nesou informaci o topologii

podjednotek’®.

Technika iontové mobility je v podstaté variace nativni hmotnostni spektrometrie. Nativni
ionty jsou separovany nejen na zakladé poméru m/z, ale také v iontové-mobilitni komote
vyplnéné inertnim plynem na zakladé kolizniho prutezu. Kolizni prifez reprezentuje tvar
a velikost molekuly. Iontovd mobilita umoziuje separaci riznych konformacénich forem
komplexli o stejné sumarni hmotég, které se jen nepatrné 1i$i svou strukturou. Piibyvajici
mnozstvi dat ze stanoveni koliznich prufezd u riznych proteinovych komplexi slibuji
jejich zahrnuti do algoritmi navrZzenych pro modelovani rozsédhlych proteinovych
komplexii, které dnes zdaleka neposkytuji tak detailni modely jako obdobny pfistup

“ . 01281
U mensSich proteinti 8135

2 Cile prace
* Pftiprava proteinu a jeho komplexu s DNA
» Ziskéni strukturnich informaci pomoci strukturnich technik hmotnostni
spektrometrie:
* H/D vyména
* Chemické siténi

» Sledovani strukturnich zmén danych tvorbu komplexu
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3 Material

3.1 Pristroje a pomiicky

Analyticka kolona NiNTA
Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga 5415 Eppendorf

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga Spectrafuge 16M
Elektroforeticka souprava
Fotodokumenta¢ni box G:Box HR16
HPLC Agilent 1200

HPLC BioSys 510

HPLC LC-20AD

HPLC UltiMate 3000

Hmotnostni spektrometr Apex Qe Ultra 9,4T
Hmotnostni spektrometr solariX XR 12T
Chladnicka

Kolona Jupiter C18 (0,5 x 50 mm)

¢astice o primeéru 5 um, velikosti péra 30

Kolona Acclaim PepMap 100 C18 (0,1 x 150 mm)

¢astice o primeéru 3 um, velikosti pora 10

Kolona Acclaim PepMap 100 C18 (0,1 x 20 mm)

¢astice o primeéru 3 um, velikosti pérta 10

0A

0A

0A
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GE Healthcare, UK
Mettler Toledo, Svycarsko
Eppendorf, SRN

Gilson, USA

Thermo Scientific, USA
Eppendorf, SRN

Beckman Coulter, USA
Labnet, USA

BioRad, USA

Syngene, USA

Agilent technologies, SRN
Beckam Coulter, USA
Shimadzu, Japonsko
Thermo Scientific, USA
Bruker Daltonics, SRN
Bruker Daltonics, SRN

Zanussi, Italie

Phenomenex, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA



Mikrostiikacky

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris gel

Peptidova kolona MicroTrap
Proteinova kolona MicroTrap
pH elektroda Biotrode

pH metr Orion 2D star

pH metr ¢200

Predvazky HF1200G
Sonikacni lazen

Spektrometr DeNovix DS-11
Termostat Thermomixer comfort
Ttepacka Sanyo

Ttrepatka VSR 23
Ultrazvukova sonda 4710
Vialky se septem

Vodni lazen

Vortex

Zdroj deionizované vody

Zdroj napéti

3.2 Chemikalie

1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin) ethansulfonova

kyselina (HEPES)
1,4-dithithreitol
Acetonitril
Agar
Akrylamid

Ampicilin

Hamilton, USA
Invitrogen, USA
Bruker Daltonics, SRN
Bruker Daltonics, SRN
Hamilton, Svycarsko
Thermo Scientific, USA
Beckman, USA

AND, USA

Bandellin, SRN
DeNovix, USA
Eppendorf, SRN
Gallenkamp Ltd., UK
Grant boekel, USA
Cole-Pharmer, USA
Agilent, USA

Memert, SRN
Scientifica, Italie
Milipore, USA
BioRad, USA

Sigma-Aldrich, SRN

Sigma-Aldrich, SRN
Fluka, Svycarsko
Merck, SRN

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, SRN
Jersey Lab Supply, USA



Arginin

APCI-L Low Concentration Tuning Mix
Bacto-Trypton

Bacto-Yeast extrakt

Bromfenolova modf

Comassie Brilliant Blue R 250
Deuterium oxid

Dimethylsulfoxid

Disukcinimidyl glutarat
Disukcinimidyl glutarat 4x deuterovany
Disukcinimidyl suberat

Disukcinimidyl suberat 4x deuterovany
Ethanol

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glukosa

Glycin

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Imidazol

Kyselina chlorovodikova

Kyselina mravenci

Kyselina octova

Leupeptin

Methanol

Methanol (LCMS)
N,N-methylen-bis-akrylamid

Novex Sharp Prestained Protein Standard
NuPAGE LDS vzorkovy pufr

NuPAGE MES SDS 20x koncentrovany pufr
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Sigma-Aldrich, SRN

Agilent Technologies, USA

Oxoid, USA

Oxoid, USA

Serva, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich

Merck, SRN

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Merck, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, SRN
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, SRN
Lach-Ner, CR

Merck, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
thermo Scientific, USA
Invitrogen, USA

Invitrogen, USA



Prestained Protein Marker

Sacharosa

Susené mléko

SeeBlue Pre-stained Protein Standard
Tris

Unstained Protein MW Marker
Voda (LCMS)

3.3 Enzymy
DNasa |

Lysozym
Nepenthesin 1
Pepsin

RNasa A

Trypsin

3.4 Bakterialni kmeny
Epicurian Coli BL21-Gold (DE3)

New England Biolabs, USA
Lachema, CR

PML,CR

Life Technologies, USA
Sigma-Aldrich, SRN
Thermo Scientific, USA
Merck, SRN

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
pfipraven v nasi laboratofi
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA

Stratagene, USA

genotyp: F—ompT hsdS(rB — mB — ) dem+ Tetr gal M(DE3) endA Hte

3.5 Vektory a oligonukleotidy

PET_15b_FOXO04-DBD

KV_f (5'-TTG GGT AAA CAA G-3")

KV_r (5'-CTT GTT TAC CCA A-3")
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3.6 Roztoky a média
AKkrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%)

70 % (v/v) H,0, 29 % (w/v) akrylamidu, 1 % (w/v) N,N-methylen-bis-akrylamidu
Barvici roztok Coomassie brilliant blue pro SDS-PAGE

45 % (v/v) methanolu, 44,75 % (v/v) H,0, 10 % (v/v) kyseliny octové, 0,25 % (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250

Blokovaci pufr pro elektropienos
30 mg/ml suseného mléka v TBST pufru
Imidazolovy pufr pro afinitni purifikaci

500mM NaCl, 20mM fosfat sodny, 600mM imidazol, pH 7,4, prefiltrovano,
odvzdusnéno

LB médium

1% (w/v) Bacto-tryptonu, 0,5% (w/v) Bacto-yeast extraktu, 1% (w/v) NaCl, pH 7,4,
sterilizovano

LB agar
LB medium s 1,8% (w/v) agarem
Mobilni faze pro LC-MS analyzu
Faze A — 0,1% kyselina mravenci a 2% acetonitril ve vodé
Faze B — 0,1% kyselina mravenci v 98% acetonitrilu
Mobilni faze pro H/D LC-MS(/MS) analyzu
Faze A — 2% acetonitril a 4% kyselina mravenci ve vodé
Faze B — 4% kyselina mravenci v 95% acetonitrilu
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
55 % (v/v) H,0, 35 % (v/v) ethanolu, 10 % (v/v) kyseliny octové
Promyvaci pufr pro afinitni purifikaci

500mM NaCl, 20mM fosfat sodny, 50mM imidazol, pH 7,4, prefiltrovano,
odvzdusnéno

Pufr pro gelovou filtraci (HEPES pufr)
10mM HEPES, 50mM NacCl, pH 7,4
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Roztok luminolu
10% (v/v) 1 M Tris-HCI, 1% (v/v) luminol 0,45% (v/v) kyselina kumarova, pH 8,5
Roztok NiCl;
10 mg mL—1 NiCl; v H,O; piefiltrovano, odvzdusnéno
Roztok peroxidu vodiku
10% (v/v) 1M Tris-HCI, 0,06% (v/v) peroxid vodiku, pH 8,5
Roztok protilatky pro imunodetekci

1:4000 (v/v) Monoklonalni Anti-polyHistidinova protilatka konjugovana s peroxidasou
v TBST pufru

Sacharosovy pufr
50mM Tris-HCI, 25% (w/v) sacharosa, ImM PMSF, 1 uM leupeptin, pH 7,4
SDS pufr
10mM Tris-HCI, 250mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
TBS pufr
1,4M NacCl, 200mM Tris-HCI, pH 7,6
TBST pufr
10% (v/v) TBS pufru, 1% (v/v) Tween 20
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE, redukujici

100mM DTT, 50mM Tris-HCI, 12% (v/v) glycerol, 4% (w/v) SDS,
0,1% (w/v) bromfenolova modt, pH 6,8

3.7 Software

Data Analysis 4.1 Bruker Daltonics, SRN
DeutEx D. Kavan, P. Man, CR
XLynx M. Young, USA
Mascot 2.2 Matrix Science, UK
PyMol 1.7.6 Schrodinger LLC, USA
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4 Metody

4.1 Priprava DNA vazebné domény transkrip¢niho faktoru FOX04

4.1.1 Transformace kompetentnich bunék vektorem pET_15b_FOXO4-DBD
Kompetentni buiiky produkéniho kmene Epicurian Coli uchovavané v mrazicim boxu pii
— 80 °C byly ponechany roztat na vodni ldzni s ledem pti 0 °C. Pl mikrolitru zdsobniho
roztoku plasmidu (pET-15b_FOXO4-DBD, ¢ = 250 ng/ul) vytemperovaného na 0 °C bylo
pridano ke 200 ul bunécné suspenze. Nasledovala spolec¢na inkubace 15 min a tepelny Sok
provedeny ponoienim mikrozkumavky na 45 sekund do vodni lazné o teploté 42 °C. Po
pétiminutové inkubaci na ledu byl pfidan 1 ml sterilniho LB média vytemperovaného na
37 °C. Smés byla inkubovdna 1h pifi 37 °C. Bunéfna suspenze byla po inkubaci
centrifugovdna 3 min pfi 6000 x g. Polovina supernatantu byla odstranéna a ve zbylém
supernatantu byla resuspendovana bakteridlni peleta. Nasledné bylo 30 ul zakoncentrované
bunécné suspenze pieneseno na Petriho misku s LB Amp agarem (koncentrace ampicilinu
100 pg/ml), kde byla rovnomeérné rozetiena bakteriologickou klickou. Petriho miska byla
inkubovana 12 az 16 hodin pii 37 °C.

4.1.2 Test produkce proteinu FOX0O4-DBD

Jednim mililitrem sterilntho LB s Amp (koncentrace ampicilinu 100 pg/ml) bylo
zaoCkovano jednou kolonii transformovanych kompetentnich bunck (viz kap. 4.1.1).
Kultury byly tfepany pti 37 °C rychlosti 250 ot./min 12 az 16 hodin. Z kazdé no¢ni kultury
byly 10 ul bunééné suspenze zaockovany dvé zkumavky s LB médiem s Amp (1 ml,
koncentrace ampicilinu 100 pg/ml) a inkubovany 2,5h pti 37°C za tfepani rychlosti
250 ot./min. Zbyla no¢ni kultura byla centrifugovana 3 min pii 6000 x g a peleta byla
zmrazena na — 20 °C. Do jedné z dvojice zkumavek bylo ptidano 5 pl zasobniho 100mM
roztoku izopropyl-p-D-galaktopyranosidu (IPTG) tak, ze vysledna koncentrace Ccinila
0,5 mM. Bunécné kultury byly dale za stejnych podminek inkubovany 3 h. Ze vSech
zkumavek bylo odebrano 100 pl bunééné suspenze a centrifugovano 3 min pii 6 000 x g.

Pelety byly resuspendovany ve 20 ul vzorkovém pufru se 100mM DTT a povafeny pét
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minut. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany elektroforézou v polyakrylamidovém

gelu.

4.1.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Pti elektroforéze v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) byl pouzit 15%
polyakrylamidovy separacni a 5% zaostrovaci gel. Gely byly ptipraveny dle Tab. 1.

Tab. 1: SloZeni separaéniho a zaostfovaciho gelu pro polyakrylamidovou elektroforézu v prosti‘edi dodecylsulfatu
sodného

15% separacni 5% zaostiovaci
polyakrylamidovy gel polyakrylamidovy gel
(5ml) (1 ml)
H.0 11 0,68
30% akrylamidovy mix 2,5 0,17
1,5M Tris (pH 8,8) 1,3 -
1,0M Tris (pH 6,8) - 0,13
10% dodecylsulfat sodny
(SDS) 0,05 0,01
10% peroxodisiran
amonny (APS) 0,05 0,01
tetramethylethylendiamin
(TEMED) 0,002 0,001

Do jamek v gelu bylo naneseno 5 pl proteinového standardu (unstained protein marker
nebo prestained protein marker) a dale po 20 ul vzorki. Ty byly pfipraveny S5 min
povafenim v redukujicim vzorkovém pufru. Elektroforetickd separace probihala 40 —
50 min pii 25 mA na kazdy polyakrylamidovy gel o rozméru 8,5 x 7,5 x 0,1 cm.
Vizualizace separovanych proteini byla provedena obarvenim barvicim roztokem
Coomasie Brilliant Blue po dobu 20 min. Nespecificky obarvené pozadi bylo odbarveno

odbarvovacim roztokem.

4.1.4 Elektropienos proteini s naslednou imunodetekci
Na anodovou desku aparatury pro elektropienos byla umisténa plastovd maska s vyfezem
8,5 x 7,5 cm, dale 6 vrstev filtraéniho papiru o rozméru 9 x 8 cm, nitrocelulosova (NC)

membrana o rozméru 8,5 x 7,5 cm, polyakrylamidovy gel po elektroforetické separaci
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a opét 6 vrstev filtracniho papiru. Filtracni papiry, NC membrana i polyakrylamidovy gel
byly pfedem maceny 10 min v TBS pufru. Byl kladen zvlastni diraz na to, aby jednotlivé
vrstvy zcela pfiléhaly bez viditelnych vzduchovych bublin, které by mohly branit
efektivnimu elektroptenosu. Po piiklopeni celé soustavy katodovou deskou byl zahdjen
pfenos proteini z polyakrylamidového gelu na NC membranu probihajici 100 min pfi
napéti 0,8 mA/cm?. Nasledng byla membrana blokovana blokovacim pufrem po dobu
90 min a poté tfikrat 5 min omyvana TBST pufrem. Blokovand membrana byla
inkubovana v roztoku protilatky 14 hodin pii 4 °C a tfikrat 5 min omyvana TBST pufrem.
Membrana zbavena piebyte¢ného TBST pufru byla na 30 s zcela pokryta ECL roztokem
(smés roztoku luminolu a peroxidu vodiku v poméru 1 : 1). Poté byl ECL roztok odstranén

a luminiscen¢ni signél byl vyfotografovan ve fotodokumentacnim boxu G:Box HR16.

4.1.5 Velkoobjemova produkce proteinu FOX04-DBD

Sterilni LB s Amp (2 ml, koncentrace ampicilinu 100 pg/ml) bylo zaockovano ¢asti pelety
znocni kultury transformované plasmidem pET 15b FOXO4-DBD uchovavané pfi
— 20 °C. Po nésledné inkubaci 12 az 16 hodin pii 37 °C byl jednim mililitrem nové
pfipravené no¢ni kultury zaokovan 1 1 LB média s Amp (koncentrace ampicilinu
100 pg/ml). Bunécna suspenze byla tiepana 3 az 4 hodiny pti 37°C rychlosti 220 ot./min.
Kdyz bunécna suspenze dosahla optické denzity v rozmezi 0,5 az 0,7 (méfeno pii vinové
délce 600 nm - ODggo) byla kultura ochlazena na 30 °C a exprese proteinu byla indukovana
pfidavkem 5 ml zasobniho 100mM roztoku IPTG tak, ze vyslednd koncentrace Cinila

0,5 mM. Produkce proteinu probihala 12 h pti 30 °C za tfepani rychlosti 220 ot./min.

4.1.6 lzolace proteinu z produkéni kultury

Produkéni kultura (1 1) byla 10 min centrifugovana pii 6000 x g. Bakterialni peleta byla
prevrstvena 20 ml sacharosového pufru, ktery byl nasledné opatrné slit. Oplachnuta peleta
byla resuspendovana ve 20 ml sacharosového pufru doplnéného o lysozym (5 pg/ml),
DNasu | (300 U), RNasu A (300 U) a MgCl, (20 mM). Suspenze ve vodni lazni s ledem
byla lyzovana tficeti sonika¢nimi cykly — 30 S sonikace nésledovana 30 s chlazenim
v lazni. Bunéény lyzat byl centrifugovan 70 min pii 40 000 x g, pficemz peleta byla

odstranéna.
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4.1.7 Afinitni purifikace niklovou chelata¢ni chromatografii

Bunécny lyzat (piiblizné 25 ml) byl filtrovan pies bézny filtraéni papir a nanesen na
analytickou kolonu NiNTA (kolona byla nabita roztokem Ni?* ionti), ktera byla piedtim
30 minut promyvana promyvacim pufrem. Pritok po celou dobu nanaseni vzorku i analyzy
¢inil 1 ml/min. Po nandSce proteinu byla spusténa automaticka metoda zahrnujici oplach
kolony promyvacim pufrem, eluci navazanych proteini imidazolovym pufrem i nasledné
promyti kolony. SloZzeni mobilni faze v priibéhu automatické metody je shrnuto v Grafu 1.
V pribéhu eluce (10. az 70. min) byly sbirany frakce po 1 ml. U jednotlivych frakci byla
spektrofotometricky na pfistroji DS-11 na zékladé znalosti teoretického moléarniho
extinkéniho koeficientu (eng0 = 31970 M*cm™) stanovena koncentrace proteinu pii
280 nm a 10 ul bylo analyzovano SDS-PAGE dle postupu popsaném v kap. 4.1.3. Vybrané
frakce byly nasledné spojeny a zkoncentrovany na vysledny objem 900 ul centrifugacni

filtraci pfes membranu s limitem prachodu 3 000 Da.

. . 100 r - .
- Zastoupeni Zastoupeni
Cas . i ; g0 -
[min] promyvaciho | imidazolového
pufru [%] pufru [%] = 80
0—10 100 0 8 70
10 — 70 100 — 0 0— 100 2 60 -
(]
70 — 75 0 100 = 50 - .
®
75 — 8O 100 0 2 a0
g 30 -
& 20 -
promyvaci pufr 10 L
0 f f f f f f t {

-imidazolovy pufr
0 10 20 30 40 50 60 70

Cas {min)

80

Graf 1: SloZeni mobilni faze v pribéhu niklové chelata¢ni chromatografie doplnény o shrnujici tabulku sloZeni

mobilni faze.

4.1.8 QOdstépeni polyhistidinové kotvy
K roztoku proteinu v imidazolovém pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii bylo
ptidano takové mnozstvi zasobniho roztoku trombinu (1000 U/ml), aby vysledny obsah

proteasy ¢inil 1 U/mg proteinu. Stépeni probihalo 14 hodin pii 4 °C.
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4.1.9 Gelova permeacni chromatografie

Na kolonu Superdex 75 ekvilibrovanou 30 min mobilni fazi (HEPES pufr o slozeni 10mM
HEPES, 50mM NaCl, pH 7,4) pii priatoku 0,5 ml/min bylo nastiiknuto 900 pl roztoku
reakéni smési ze Stépeni trombinem (viz kap. 4.1.8). Pritok mobilni faze byl po celych
60 min separace udrzovan na 0,5 ml/min. Frakce po 0,6 ml byly jimany v ptipad¢, Ze
absorbance roztoku vytékajiciho zkolony pii 280 nm piekro¢ila hodnotu 0,100.
U jednotlivych frakci byla spektrofotometricky na pfistroji DS-11 na zakladé znalosti
teoretického molarniho extinkéniho koeficientu (g5 = 31970 M'lcm'l) stanovena
koncentrace proteinu pii 280 nm a 10 ul bylo analyzovano SDS-PAGE dle postupu
popsaném v kap. 4.1.3. Jednotlivé proteinové frakce s odstépenou polyhistidinovou kotvou

byly az do dalSiho zpracovani uchovavany pii — 80 °C.

4.1.10 Hmotnostné spektrometricka charakterizace produkti pripravy
proteinu FOXO4-DBD

Vzorek proteinu pieéisténého gelovou permeaéni chromatografii (viz kap. 4.1.9) obsahujici
20 pg proteinu byl vyfedén 0,5% roztokem kyseliny mravenéi (FA, z angl. formic acid) na
celkovy objem 250 ul. Mikrokolona s obracenou fazi (Protein MicroTrap, Bruker
Daltonics) byla dvakrat promyta 250 ul 50% acetonitrilu (ACN) a jednou 250 ul 80%
ACN. Ekvilibrace kolony probé¢hla trojnasobnym promytim 250 pl 0,5% FA. Nasledné
bylo na kolonu naneseno 250 ul vzorku. Proteiny zachycené na koloné byly odsoleny
trojnasobnym promytim kolony 250 ul 0,5% FA. Eluce odsolenych proteini z kolony byla
provedena 50 ul roztoku 0,5% FA v 80% ACN. Eluovany roztok odsoleného proteinu byl
doplnén 0,5% FA na celkovy objem 100 ul. Tento roztok byl nastfiknut pfimo do ESI
iontového zdroje (Bruker Daltonics) spojeného s FTICR hmotnostnim spektrometrem
solariX XR (Bruker Daltonics). Hmotnostné spektrometrickd analyza probihala
V pozitivnim modu s akvizici 2 miliony datovych bodf. Hmotnostni spektrum bylo

stanoveno V rozsahu pomérid m/z od 150 do 2500.
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4.2 Vodik/deuteriova vyména

4.2.1 Priprava dvouSroubovice DNA

Dvousroubovice DNA byla piipravena smichanim 11,7 pl pfimého oligonukleotidu KV _f,
10 pl zpétného oligonukleotidu KV _r a 8,3 ul dH,0. Smés oligonukleotidii byla zahtata na
95 °C 1 mina ponechana zchladnout pii 20 °C.

4.2.2 Priprava deuteriem znacenych vzorku

Pfred samotnym znaCenim byly vytvofeny zdsobni roztoky FOXO4-DBD
a FOX0O4-DBD/DNA odmétenim 46,1 ul roztoku proteinu (21,7 uM) v HEPES pufru viz
kap. 4.1.9. Komplex byl pfipraven piidanim 1,46 ul roztoku dvouSroubovice DNA
(675 uM) pripraveného dle kap. 4.2.1. Oba zasobni roztoky byly doplnény pufrem
pouzitym pii gelové chromatografii na celkovy objem 50 pl a ponechany 30 min pii 20 °C.

Vodik/deuteriova vyména zapocala smisenim zasobniho roztoku se 450 pul D,O pufru
a probihala tak pifi 2 uM koncentraci FOXO04-DBD. Pomér FOXO04-DBD k DNA se
rovnal 1 : 1. V ptesné danych ¢asovych bodech (20's, 2 min, 5min, 10 min, 30 min,
60 min, 180 min a 300 min) bylo z reak¢ni smési odebrano 50 ul (odpovida 100 pmol
FOXO04-DBD), které byly neprodlené smiseny s 50 ul glycinového pufru (1M, pH 2,35)
a zmrazeny vhozenim do kapalného dusiku. SniZenim pH vzorku na 2,5 a hlubokym
zmrazenim doSlo k zastaveni procesu vodik/deuteriové vymény. Vzorky byly aZ analyzy

uchovavany pii — 80 °C.

4.2.3 LC-MS/MS analyza produktua $tépeni a jeho optimalizace

V ramci optimalizace proteolytického Stépeni byly vyzkouSeny celkem tfi moZnosti
tykajici se proteolytickych kolon: kolona s imobilizovanym pepsinem, nepenthesinem 1
nebo kombinace obou kolon v potadi pepsin — nepenthesin 1. Vzorek byl pfipraven
odmeétenim 18,6 pl rozotku FOX04-DBD (21,7 uM) a doplnénim glycinovym pufrem
(IM, pH 2,35) na vysledny objem 100 pl. Takto pfipraveny vzorek obsahoval 400 pmol

proteinu.

Kapalinové chromatografickd analyza ptedchazejici MS/MS analyze byla provedena na

LC systému slozeném ze tfi typl kolon (proteolytickd, pfedkolona a analyticka kolona
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sreverzni fazi), dvou HPLC pump (Shimadzu LC-20AD, pratok 100 pl/min a Agilent
1200, pratok 15 ul/min) a dvou dvoucestnych ventili (viz Obr. 13, str. 55). Cely systém
byl chlazen vodni lazni s ledem na teplotu 0 °C. Analyza zapocala (v ¢ase 0) davkovanim
vzorku nastiikovym ventilem (V1 v Obr. 13, str. 55) do nastfikové smycky o objemu
100 pul, ze které byl pratokem 100 pl/min 0,4% kyseliny mravenéi nastiiknut na
proteasovou kolonu, popiipadé kombinaci proteasovych kolon, kde doslo pisobenim
imobilizovanych proteas ke Stépeni vzorku. Vzniklé peptidy byly zakoncentrovany
a odsoleny na peptidové koloné MicroTrap. Pfepnutim (v ¢ase 3 min) pfepinaciho ventilu
(V2 v Obr. 13, str. 55) do procesu vymyvani byla na kolonu MicroTrap pfivedena mobilni
faze z HPLC pumpy Agilent 1200 o pritoku 15 ul/min. Gradientem ACN Vv mobilni fazi
doslo k vyplaveni peptidii z peptidové kolony a jejich nasledné separaci na analytické
koloné s obracenou fazi Jupiter C18. Slozeni mobilnich fazi a pribéh gradientu je shrnuto
v Grafu 2 na str. 56 a pfidruzené tabulce. Separované peptidy byly dale analyzovany
MS/MS analyzou v hmotnostnim spektrometru Apex Ultra Qe Bruker Daltonics
konstrukéné zalozeném na iontové cyklotronové rezonancni cele S Fourierovou

transformaci (FTICR) v magnetickém poli 9,4 T.

Davkovani —— (Odsolovani
—— Nastiik e \fymyvani

(125w)

(125u)

Odpad

Vzorek
Sul

desjosopy

HPLC Shimadzu

100 uL min HPLC Agilent
LE%FA 15 uL min-t
2% ACN, 0,4% FA
95% ACN, 0,4% FA
FT-ICR-MS

Ledova lazen, 0 °C

Obr. 20: Schéma LC systému pouZitého pro $tépeni deuteriem znacenych vzorkii a nasledné odsoleni a separaci
vzniklych peptidi. Nastiikovy ventil oznafen V1, prepinaci ventil V2. FA = kyselina mraven¢i, ACN =
acetonitril. Dale vyznaceny peptidova kolona MicroTrap a analyticka kolona s reverzni fazi Jupiter C18.
Pievzato od Mgr. Alana Kadka.
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lonizace byla provedena technikou elektrospreje (ESI). Méfeni probihalo v pozitivnim
moédu s akvizici 1 milion datovych bodl. Pied analyzou byl hmotnostni spektrometr
kalibrovan standardem argininovych klastri. Hmotnostni spektrum bylo stanoveno
v rozmezi poméru m/z od 300 do 1800. MS/MS analyza probihala v datové zavislém
moddu, kdy ion uréeny ke kolizni fragmentaci v hmotnostnim spektrometru byl vybran na
zaklad¢ intenzity jeho signédlu. Z kazdého skenu bylo pro fragmentaci vybrano Sest
nejintenzivnéjSich prekurzorovych ionti. Vysledna data byla vyhodnocena programem
Mascot 2.2, ktery prohledanim proti proteinové databdzi obsahujici FOXO4 a proti
databazi obsahujici pepsin a nepenthesin 1 (vylou¢eni moznych autoproteolytickych

produktit), identifikoval vzniklé peptidové produkty Stépeni.

v

Cas 4% FA, | 4%FA,
2% ACN | 95% ACN 100 I 1
[min] [%] [%] - 0
S &o
0—3 95 5 2 70
3523 [95—570|5—30 § 60 4% FA, 2% ACN
50
235231 | 701 30599 S 40 4% FA, 95% ACN
o
1 o &
23,1 — 28 8 10
28 —>2801| 1—95 | 995 10
0 - _J
28,01 — 33 95 5 , , ,
0 10 20 30

€as [min]

Graf 2: SloZeni mobilni faze pumpované HPLC systémem Agilent 1200 v pribéhu LC-MSMS analyzy. Doplnéno
shrnujici tabulkou zastoupeni roztokd misenych v riznych pomérech K vytvofeni mobilni faze. Cas 0 odpovida
prepnuti nastiikového ventilu do polohy davkovani, ¢as 3 min pfepnuti ptepinaciho ventilu do polohy vymyvani.

4.2.4 LC-MS analyza produkti vodik/deuteriové vymény

Deuteriem znaCené vzorky pfipravené dle kap. 4.2.2 uchovavané pii —80°C byly
rozmrazeny a neprodlené¢ davkovany nastfikovym ventilem do néstfikové smycky. Zbytek
LC-MS analyzy odpovida postupu popsaném v kap. 4.2.3 s vynechanim fragmentace iontt
v datové zavislém modu a modifikaci €asového pribéhu (viz Graf 3). Ke zpracovani
vyslednych dat byly pouzity programy DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics) a DeutEx
(Kavan, Man). Principem vyhodnoceni dat programem DeutEx je vypocet relativni miry

deuterace kazdého identifikovaného peptidu na zakladé rovnice (2) uvedené v kap. 1.8.
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Graf 3: SloZeni mobilni fize pumpované HPLC systémem Agilent 1200 v priabéhu LC-MS analyzy. Doplnéno

shrnujici tabulkou zastoupeni roztokd misenych v riiznych pomérech k vytvofeni mobilni faze. Cas 0 odpovida prepnuti
nastiikového ventilu do polohy davkovani, ¢as 3 min pfepnuti pfepinaciho ventilu do polohy vymyvani.

4.3 Chemické siténi

Metodou chemického siténi byly analyzovany vzorky volné FOXO4-DBD a komplexu
FOXO4-DBD/DNA (pomér protein : DNA roven 1 : 1,5). Jako ¢inidla byly pouzity
nedeuterované (d0) i deuterované (d4) verze disukcinimidyl glutaratu (DSG)
a disukcinimidyl suberatu (DSS) v desetindsobném molarnim nadbytku nad proteinem c¢i

proteinovym komplexem s DNA.
Byly pfipraveny tfi typy vzorki:

1) Negativni kontroly

Vzorky bez sitovacich ¢inidel o objemu 40 pl.

2) Kontrolni vzorky se smési ¢inidel

Reakce volného proteinu nebo komplexu s DNA se smési nedeuterované
a deuterované verze jednoho z Cinidel. Sitovaci reakce probihala v objemu 40 pl
a obsahovala 20 ung FOX0O4-DBD tj. 33,7uM roztok.

3) Kvantifikaéni vzorky

Reakce volného proteinu s nedeuterovanym ¢inidlem nebo reakce komplexu
s DNA s deuterovanym ¢inidlem. Sitovaci reakce probihala v objemu 20 pl
a obsahovala 10 pg FOX0O4-DBD tj. 33,7uM roztok.
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4.3.1 Priprava vzorki chemického siténi

122,4 ul roztoku FOXO04-DBD o koncentraci 2,45 pg/ul bylo vyfedéno HEPES pufrem
(viz kap. 4.1.9) na vysledny objem 510 ul, ktery byl rozd€len na dv¢ stejné ¢asti po 255 ul.
K prvni ¢asti bylo pfidano 30 ul LC-MS H,0, ¢imz byl pfipraven zasobni roztok volné
FOXO4-DBD v HEPES pufru o 33,7uM koncentraci. K druhé ¢asti bylo ptidano 30 pl
55,0uM roztoku dvousroubovice DNA, ptipravené¢ho obdobné jako v kap. 4.2.1. Tim byl
pfipraven zasobni roztok komplexu FOXO4-DBD/DNA o koncentraci 33,7 uM.
Dvacetkrat koncentrované roztoky (6,74mM) sitovacich cinidel byly pfipraveny
navazenim Ccinidla a jeho rozpusténim v dopocitaném mnozstvi dimethylsulfoxidu

(DMSO).

Negativni kontroly byly pfipraveny smichanim 38 pl zasobnich roztokii (volny protein

nebo komplex s DNA) a 2 ul LCMS H,0.

Kontrolni vzorky se smési ¢inidel byly pfipraveny smichanim 38 pl zasobnich roztoki
(volny protein nebo komplex s DNA) a 2 ul pfedem piipravené smési d0 a d4 cinidla

vpoméru 1 : 1.

Kvantifika¢ni vzorky byly pfipraveny smichanim 19 pl zésobnich roztokl (volny protein

nebo komplex s DNA) a 1 pl dO nebo d4 ¢inidla.

Reakce probihaly 2 hodiny piti teplot¢ 20°C. Nésledné byly spojeny reakce
s odpovidajicimi d0 a d4 ¢inidly, ¢imz vznikly vzorky F_DSS a F_DSG o0 objemu 40 pl.

SloZeni ostatnich reakénich smési je shrnuto v Tab. 2.

Tab. 2: Shrnuti sloZeni reakénich smési chemického siténi

Negativni kontroly Obsah jednotlivych zasobnich roztokd [pl]
Nazev vzorku FOXO4-DBD FOXO0O4-DBD/DNA LCMS H20
F_CTRL 38 - 2
F-DNA_CTRL - 38 2

Kontrolni vzorky se smési

Cinidel Obsah jednotlivych zasobnich roztokd [pl]

Nazev vzorku FOX04-DBD FOXO04-DBD/DNA DSGdO DSGd4 DSSdO DSSd4
F_DSG_MIX 38 - 1 1 - -
F_DSS_MIX 38 — - - 1 1

F-DNA_DSG_MIX - 38 1 1 - -
F-DNA_DSS_MIX - 38 - - 1 1
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Kvantifikacni vzorky Obsah jednotlivych zasobnich roztokd [pl]

Nazev vzorku FOX04-DBD FOX0O4-DBD/DNA DSGdO DSGd4 DSSdO DSSd4
F_DSGdO 19 — 1 — — —
F_DSSdO 19 - - - 1 -

F-DNA_DSGd4 — 19 — 1 — —

F-DNA_DSSd4 - 19 - - - 1

4.3.2 Analyza produkti sitovaci reakce elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu

Z kazdého vzorku pripraveného dle kap. 1.3.1 bylo odebrano 20 ul reakéni smési
a podrobeno elektroforetické separaci v gelu. Vzorky byly pfipraveny vyfedénim
odebranych 20 pl vzorku 5 pl ¢tyfikrat koncentrovaného redukujiciho LDS vzorkového
pufru zahiatim 5 min pii 90 °C. Po inkubaci byly vzorky nanaseny do jamek komer¢niho
polyakrylamidového gelu NuPAGE s koncentracnim gradientem polyakrylamidu 4 — 12%
(8 x 8 x 0,1 cm). Byl pouzit komeréni elektrodovy pufr MES SDS. Elektroforeticka
separace probihala 50 min pii napéti 25 mA na kazdy gel. Vizualizace separovanych
produkti siténi byla provedena obarvenim barvicim roztokem Coomasie Brilliant Blue po

dobu 20 min. Nespecificky obarvené pozadi bylo odbarveno odbarvovacim roztokem.

4.3.3 Proteolytické Stépeni produkti chemického siténi

Dale bylo ze vzorka ptipravenych dle kap. 1.3.1 odebrano 10 pl reakéni smési, ke které byl
ptidan 1 ul ACN a 1 pl roztoku trypsinu (0,25 pg/ul). Pomér proteinu k protease v reakci
&inil 20 : 1. Stépeni probihalo 13 h pii 37 °C, pfi¢emZ po 6 hodinach byl piidan dalsi 1 ul

roztoku trypsinu.

4.3.4 LC-MS analyza produkti chemického siténi

Ke kazdé reakéni smési pfipravené dle kap. 1.3.3 bylo pro sniZeni aktivity proteasy
(trypsinu) a hydrolyze moznych zbytki sitovacich ¢inidel piidano 1,5 ul 0,05% kyseliny
mravenci, ¢imz bylo pH roztoku sniZzeno na 5,5. Nésledn¢ byl odebran 1 ul okyselené
reak¢ni smési, ktery byl 0,1% FA vytedén na celkovych 10 ul. Vzorky byly pfeneseny do
vialek, pfi¢emz kazda vialka obsahovala smeés modifikovanych peptidi o koncentraci

0,05 pg/ul. Zbylé okyselené reakéni smési byly zmrazeny a uchovavany pii — 80°C.
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LC-MS analyza smési modifikovanych peptidii zapocala automatickym nanesenim 2 pl
vzorku o koncentraci 0,05 pg/ul do HPLC systému UltiMate 3000. Vzorek byl nejprve
odsolen na peptidové koloné (Acclaim PepMap 100) pratokem mobilni faze 10 ul/min po
dobu 3 min. Zpeptidové kolony byly odsolené peptidy vyplaveny mobilni fazi
s gradientem ACN tvofenou 0,1 % FA a 2 az 98% ACN (viz Graf 4) s rychlosti pritoku
0,5 ul/min na analytickou kolonu Acclaim PepMap 100 C18 s obracenou fazi, kde byly
separovany. Peptidova i analyticka kolona byly vyhfivany na 60 °C. Separované peptidy
byly zHPLC systému piivedeny do FTICR hmotnostniho spektrometru solariX XR
(Bruker Daltonics) vybaveném nanoESI. Hmotnostné spektrometrickd analyza probihala
V pozitivnim moédu s akvizici 1 milion datovych bodu. lonty byly v ICR cele akumulovany
0,4 s. Hmotnostni spektrum bylo stanoveno v rozmezi poméri m/z od 250 do 2000.
Instrument byl interné kalibrovan standardem Agilent APCI-L low concentration tuning
mix. Ziskana hmotnostni spektra byla vyhodnocena programem DataAnalysis 4.1 (Bruker
Daltonics) a dale postoupena programu XLynx, ktery na zakladé znamé aminokyselinové
sekvence a specificity zvolené proteasy vytvoii knihovnu moznych produkti chemického

siténi, na jejimz zdkladé¢ pak tyto produkty identifikuje v ziskanych hmotnostnich

spektrech.
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Graf 4: SloZeni mobilni fiaze aplikované na analytickou kolonu pritokem 0,5 pl/min v pribéhu LC-MS analyzy
produkti chemického siténi $Stépenych trypsinem. Doplnéno shrnujici tabulkou zastoupeni roztokti v mobilni fazi.
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S5 Vysledky

5.1 Produkce proteinu

Modelovy protein vazajici DNA, DNA vazebna doména transkripcniho faktoru FOXO4
v rozsahu zbytki 82 az 207 (dale jen FOXO4-DBD), byl pfipraven transformaci
produkéniho bakterialniho kmene kompetentnich buné¢k Epicurian Coli BL-21 plasmidem
pET_15b FOXO4-DBD (V. Obsilova). Plasmid koduje polyhistidinovou kotvu fazovanou
s N-koncem vlastni FOXO04-DBD (viz Obr. 21). Kotva obsahuje sekvenci, kterou
specificky rozpoznava a $t€pi trombin. Indukci exprese zajistuje chromosomalné kédovana
T7 polymerasa pod ve spojeni s plasmidovym T7 promotorem pod jehoz kontrolou je
cilovy protein FOX04-DBD.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEDPGg,AVTGPRKGGSRRNAWGNQSYAELISQA
IESAPEKRLTLAQIYEWMVRTVPYFKDKGDSNSSAGWKNSTRHNLSLHSKFIKVH
NEATGKSSWWMLNPEGGKSGKAPRRRAASMDSSSKLLRGRSKA,e;

Obr. 21: Proteinova sekvence kédovana expresnim plasmidem pET 15b FOXO04-DBD. Cerné vyznatena
polyhistidinova kotva, v niz je Cervené upiesnéna sekvence $t€pena trombinem v misté ozna¢eném Sipkou. Modie je
vyznatena DNA vazebnd doména transkripcniho faktoru FOXO4, pfi¢emz cisla v dolnim indexu znai poradi
aminokyseliny v sekvenci FOXO4.

5.1.1 Test produkce proteinu

Ze ctyt transformovanych klonli byly pfipraveny no¢ni kultury, které byly indukovany
k expresi proteinu pfidavkem IPTG. Lyzaty indukovanych produkénich kultur byly po
expresi proteinu analyzovany elektroforetickou separaci v polyakrylamidovém gelu
v prostiedi SDS (SDS-PAGE)(viz Obr. 22, A., str. 62) a dale podrobeny elektroptenosu
S naslednou imunodetekci protilatkou rozpoznavajici polyhistidinovou kotvu (viz Obr. 22,
B., str. 62). Z vysledki plyne, ze k produkci proteinu dochazi jak u indukovanych, tak
u neindukovanych kultur. Indukované kultury vSak obsahuji vétSi mnozstvi FOX04-DBD,
kterd vV jejich bunécném lyzatu tvoii z hlediska pfitomnych proteinli majoritu, coz

usnadiiuje dalsi zpracovani afinitni purifikaci.
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Obr. 22: Test produkce FOXO4-DBD. SDS-PAGE doplnény elektropfenosem s imunodetekci protilatkou
rozpoznavajici polyhistidinovou kotvu. Cisly od 1 do 4 znageny jednotlivé klony produkénich bundk. + oznaduje
kultury indukované k expresi proteinu ptidavkem IPTG. — oznacduje totozné ale neindukované kultury. Jako proteinovy
standard byl pouzit Prestained Protein Marker. Relativni molekulovA hmotnost konstruktu FOXO04-DBD
s polvhistidinovou kotvou &ini 16567.

5.1.2 Exprese, izolace a afinitni purifikace

Noc¢ni kulturou pfipravenou namnozenim klonu ¢islo 2 byly zaockovany celkem 2 | LB
média, které byly inkubovany pti 37°C. Poté, co bunécné suspenze dosahly optické denzity
pfi 600 nm Vv rozmezi od 0,5 do 0,7 a byly ochlazeny na 30°C byla pfidavkem IPTG
indukovana exprese proteinu, kterd probihala pfi této teploté 12 hodin. Dale byl pfipraven
bunéény lyzat, ktery byl podroben afinitni purifikaci niklovou chelata¢ni chromatografii.
Navéazené proteiny byly z kolony eluovany gradientem imidazolu v mobilni fazi. Zdznam

absorbance eluatu pii 280 nm je spolu s koncentraci imidazolu v mobilni fazi vyobrazen na
Grafu 5 (str. 63).
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Graf 5: Afinitni purifikace FOX04-DBD niklovou chelata¢ni chromatografii. Zaznam absorbance eluatu pii 280 nm

dopln&ny o vynos koncentrace imidazolu v mobilni fazi v priib&hu chromatografické metody. Zlutymi a zelenymi pruhy
znazornéno 10 odebranych frakci po 1ml. Vyznaéeny ¢as odpovida dob¢ od zapoceti eluce gradientem imidazolu.

V prubéhu eluce proteinu z chromatografické kolony bylo sebrano 10 frakci po 1 ml.

Vzorek z kazdé frakce (10 ul) byl analyzovan SDS-PAGE (viz Obr. 23).
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Obr. 23: SDS-PAGE separace frakcei z afinitni purifikace. Odebrané frakce ¢islovany od 1 do 10, pfi¢emz objem
kazdé frakce €inil 1 ml a frakce ¢islo jedna byla sbirana v prubehu 32. minuty. Frakce Cislo 10 byla sbirana v pribéhu
41. minuty. Jako proteinovy standard (S) byl pouzit Prestained Protein Marker. Relativni molekulova hmotnost
konstruktu FOX04-DBD s polyhistidinovou kotvou ¢ini 16567.

Frakce 3 az 9 byly spojeny a zakoncentrovany na vysledny objem 900 pl. Koncentrace

proteinu v roztoku ¢inila 7,18 mg/ml.
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5.1.3 Odstépeni polyhistidinové kotvy a preciSténi gelovou permeacni
chromatografii

Roztok proteinu ziskany pfi afinitni purifikaci byl podroben $tépeni thrombinem, ¢imz byla

odstépena polyhistidinova kotva. Vysledna reakéni smés byla piecisténa gelovou

permeacni chromatografii (viz Graf 6).
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Graf 6: Chromatograficky zaznam gelové permeac¢ni chromatografie. Absorbance eluatu méfena pii 280 nm.

Zlutym a zelenymi pruhy jsou vyznageny tii odebrané frakce.

Béhem eluce byly ziskany tfi frakce po 0,6 ml, které byly analyzovany SDS-PAGE
separaci (viz Obr. 24). Z vysledkt je patrné, Ze ve srovnani s eluatem z afinitni purifikace
proteinu doslo gelovou permea¢ni chromatografii k preciSténi produktu. Pro dalsi
experimetny byla pouzita frakce ¢.1, u které byla spektrofotometricky stanovena

koncentrace proteinu na 2,45 mg/ml.

kDa SAP 1 2 3

175
80
58
46
30
25

17

Obr. 24: SDS-PAGE separace frakei ziskanych p¥i gelové permeaéni chromatografii. AP oznacuje eluat z afinitni
purifikace a Cisla od 1 do 3 jednotlivé frakce. Jako proteinovy standard (S) byl pouzit Prestained Protein Marker.
Relativni molekulova hmotnost konstruktu FOXO-DBD ¢ini 14826.
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5.1.4 Hmotnostné spektrometricka charakterizace produkti pripravy

proteinu
Vzorek z frakce ¢.1 ziskané pii gelové permeacni chromatografii obsahujici 20 pg
proteinu byl podrobem MS analyze. Ziskané hmotnostni spektrum je zobrazeno na
Obr. 25. Poméry m/z vyznaCenych piki vCetné pfifazenych nabojovych stavi jsou ve
shodé s teoretickou monoizotopickou hmotnosti FOXO4-DBD, jejiz pfitomnost v roztoku

byla timto potvrzena.

Intens. 18+ M
) 824.21453
x10?
17+
872 64027
1.07 19+
780.88738

Teoreticka [M+H] = 14 818,5635 u

Experimentalni [M+H] = 14 818,7546 u

Chyba 12 ppm
0.8 16+

927.11715
20+
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0.6 1 15+
98885916
o 144
0.4 1 706.61272 1059.42020
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0.2 . 11-10. 4249
124
123583036 11+
[ 1343fna.:3
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum intaktni FOX04-DBD. Vyznafeny majoritni nabojové stavy s pfislusnou hodnotou
m/z.

5.2 Vodik/deuteriova vyména

Zavislost vodik/deuteriové vymény na dobé znaceni byla sledovana u FOXO4-DBD
i ukomplexu FOXO04-DBD s13bp dlouhou dvousroubovici DNA (dale jen
FOXO04-DBD/DNA) v molarnim poméru proteinu k DNA rovném 1 : 1. Byly zvoleny
nasledujici ¢asové body, ve kterych byla stanovena mira deuterace: 20's, 2 min, 5 min,

10 min, 30 min, 60 min, 180 min a 300 min.
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5.2.1 Optimalizace proteolytického Stépeni LC-MS/MS analyzou

Vlastnimu méfeni vodik/deuteriové vymeény piedchdzela optimalizace protelytického
Stépeni, ke kterému dochazi na koloné simobilizovanou proteasou v pribéhu
chromatografické separace. V rdmci optimalizace byly stanoveny peptidové produkty
Stépeni tfi riznych proteolytickych sestav: kolona simobilizovanym pepsinem nebo
s nepenthesinem 1 nebo kombinace obou kolon v poradi pepsin-nepenthesin 1 pii pritoku
mobilni faze obsahujici vzorek FOXO4-DBD 100 pl/min. VSechny sestavy vykazovaly
100% pokryti aminokyselinové sekvence. Kombinace proteas vSak ve srovnani
s jednotlivymi proteasami poskytla nejlepsi prostorové rozliSeni dané délkou peptida
(viz Obr. 26). Kméfeni vzorku vodik/deuteriové vymény byla pouzita kombinace

proteasovych kolon v pofadi pepsin-nepenthesin 1.

H1 O

G S HMLEDUZPGAUVTSGPRIKGEGG GS RARNAWGSGNG GSYATETLTISSOQATITESATPTE KR'L
74 75 76 77 78 79 80 8l 82 83 84 85 86 87 83 89 90 91 02 03 094 05 96 97 98 99 100 101 162 103 164 165 106 107 108 109 116 111 112 113 114 115 116 117 118

C H2 0—C H4 O H3 O { S2

T L A Q I Y EWMUVRTUVPYFKWDJIKTGDSNSSAGW KNS ST RMHNILSTLMHSKTFTI KV
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Wi | | w2 ]
l\ '—‘53 ~
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1

Pepsin-Nepenthesin:
Pepsin:

134 of 134 ~ 10
134 of 134 ~ 10
134 of 134 ~ 10

Nepenthesin: .

Total: 134 of 134 ~ 100%

oo

%
%
%

Obr. 26: Srovnani peptidovych map ziskanych na zakladé LC-MS/MS analyzy produkti $tépeni na koloné

s imobilizovanym nepenthesinem (modra), pepsinem (¢erveni) nebo kombinaci kolon v poradi pepsinova-

nepenthesinovi (zelend). Vytvoieno webovou aplikaci DrawMap bali¢ku MSTools*®,

5.2.2 LC-MS analyza produktii vymény

Vzorky proteinu inkubované po definovanou dobu v deuteriovém pufru byly podrobeny
LC-MS analyze, pii které byly nejprve $§tépeny kombinaci pepsinu a nepenthesinu 1.
Vzniklé peptidy byly odsoleny na peptidové koloné, separovany na analytické koloné

S obracenou fazi a nasledné analyzovany hmotnostnim spektrometrem.

- 66 -



Hmotnostni spektra byla vyhodnocena programem DeutEx (Kavan, Man), ktery vyhledal
peptidy a stanovil miru jejich deuterace. Data byla interpretovana na zaklad¢ souboru
peptida identifikovanych pomoci LC-MS/MS analyzy a nasledné interpretace programem
MASCOT. Vysledna mira deuterace byla spocitana dle rovnice (2) str. 37, a vynesena pro
kazdy peptid jako zavislost na dekadickém logarimu Gasu. Ctyfi vybrané vynosy jsou

zobrazeny na Obr. 27 na str. 68. Kompletni sada vynost je soucasti pfilohy (viz. Kap. 9).

Pro ziskani lepsiho rozliSeni byly relativni deuterace peptidi prepocitany na turoven

jednotlivych aminokyselin podle rovnice 137

n L;
Zi=1Dji |JIJ

D; =L (4),

z _
I
kde j je poradové cCislo aminokyseliny, N mnozina peptidi obsahujici aminokyselinu
s pofadovym cislem J, i index peptidu z mnoziny n, Dj relativni deuterace peptidu
s indexem i nesoucim aminokyselinu s pofadovym ¢islem j, l;i délka tohoto peptidu a L; je
sumou li. Vysledna pfiblizna relativni deuterace aminokyseliny je pak jakymsi vazenym
primé&rem relativnich deuteraci v§ech peptidi, ve kterych je dand aminokyselina obsaZena.
Veétsi vahu vSak maji krat$i peptidy. Ptiblizné deuterace jednotlivych aminokyselin
Vv kazdém cCasovém bod¢ byly vyneseny podél sekvence pomoci webové aplikace Draw
H/D protection plot balicku MSTools (viz. Obr. 28, A., str. 69)"**. Obdobn& byla
vizualizovana i1 diference relativnich deuteraci mezi volnym proteinem a proteinem
vazanym v komplexu s DNA (viz Obr. 28, B., str. 69). Soucasné byly relativni deuterace
stejné jako jejich diference mapovany programem Jmol Scripter baliku MSTools ** n
model struktury komplexu FOXO4-DBD/DNA pomoci barevné skaly (viz Obr. 29,
str. 70).

a
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Obr. 27: Srovnani zavislosti relativni deuterace na dekadickém logaritmu ¢asu volné FOXO4-DBD a jejiho komplexu
s DNA pro vybrané peptidy. Popisek kazdého grafu obsahu rozmezi aminokyselin obsazenych v sekvenci peptidu. V zavorce
uvedeny pozorované nabojové stavy. Pro peptid 103-118 a nabojovy stav 2+ jsou zobrazena odpovidajici hmotnostni spektra
ilustrujici posun v ¢ase k vy$§im pomérim m/z odpovidajici zvySujici se deuteraci. Rozsah spekter odpovida minimalni (0%)
a maximalni (100%) teoretické deuteraci. Kompletni data pro viechny pozorované peptidy uvedena v piiloze*®
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Obr. 28: Relativni deuterace piepoétena na jednotlivé aminokyselinové zbytky. Zobrazen vynos relativni deuterace
Vv jednotlivych Casovych bodech pro volnou FOXO04-DBD a komplech FOXO4-DBD/DNA (A). Dale zobrazen rozdil
relativni deuterace komplexu FOXO4-DBD/DNA od volné FOXO4-DBD (B). Zobrazena schematickd linearni
reprezentaceelemnti sekundarni struktury — a-Sroubovice (valec), p-fetézec (Sipka). Znaceni dle nomenklatury faktort FOX
(viz kap. 1.7).
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Obr. 29: Vynos rozdilu deuterace v jednotlivych ¢asovych bodech zobrazeny barevnou $kidlou na modelu
struktury komplexu FOXO4-DBD/DNA™,

5.3 Chemické siténi
Metodou chemického siténi byly analyzovany vzorky volné FOXO4-DBD a komplexu
FOXO4-DBD/DNA (pomér protein : DNA roven 1 : 1,5). Jako c¢inidla byly pouzity

nedeuterované (d0) 1 deuterované¢ (d4) verze disukcinimidyl glutaratu (DSG)
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a disukcinimidyl suberatu (DSS) v desetindsobném molarnim nadbytku nad proteinem c¢i

proteinovym komplexem s DNA.

5.3.1 Elektroforeticka separace chemického siténi proteinu

Probéhnuti sitovaci reakce bylo predbézné stanoveno separaci ¢asti reakéni smési po
probéhnuti reakce elektroforetickou v polyakrylamidovém gelu v prosttedi dodecylsulfatu
sodného (viz Obr. 30). Chemické siténi zvySuje elektroforetickou mobilitu proteinu
a zpusobuje rozostfeni obarvenych prouzkd, coz je patrné pii srovnani se vzorky
nemodifikovaného proteinu nebo komplexu s DNA. Z vysledka elektroforetické separace
bylo ziejmé, ze dimery ¢i vyssi agregaty vzniklé v disledku nezédoucich
intermolekularnich siténi byly v reakéni smési pfitomny v zanedbatelném mnozstvi. To
umoznilo provadét $tépeni produktu siténi pfimo v roztoku bez nutnosti elektroforeticky

separovat produkty sitovaci reakce.

Q X Q X
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T ¥ X < X X
/\V% § s 5 N S 59
D & &L L &K 9@ & & & & K
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Obr. 30: Elektroforeticka separace produkti sitovaci reakce s DSG (A) a DSS (B). F a F-DNA jsou negativni
kontroly bez sitovaciho ¢inidla, F MIX a F-DNA MIX kontrolni vzorky se smési zna¢eného a neznaceného ¢inidla a jako
F KVANT. jsou oznaeny vzorky urcené ke kvantifikaci. Jako proteinovy standard byl pouzit Prestained Protein
Marker. Relativni molekulova hmotnost konstruktu FOXO-DBD ¢ini 14 826.

5.3.2 LC-MS analyza chemického siténi produkti proteolyzy
Produkty sitovacich reakci byly proteolyticky Stépeny trypsinem. Modifikované peptidy
kontrolnich vzorkti (smés znafeného a neznaceného c¢inidla) byly podrobeny LC-MS

analyze a vysledna hmotnostni spektra byla programem XLynx porovnana se souborem
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modifikovanych/siténych peptidd, které mohly pii reakcich teoreticky vzniknout.
Spravnost identifikace chemického siténi byla potvrzena manudlni kontrolou
V hmotnostnich spektrech. Celkem bylo identifikovano 17 riznych siténi, které se
vyskytovaly alespoit pifi pouziti jednoho z¢&inidel (DSG nebo DSS). Ctyii
z identifikovanych siténi spojuji aminokyselinové zbytky, které oba nalezi oblasti se

znamou prostorovou strukturou (viz Tab. 3).

Tab. 3: Souhrnna tabulka identifikovanych chemickych siténi

Modifikované DSG DSS Vzdalenost C,

aminokyseliny | volnd DBD komplex s DNA volnd DBD komplex s DNA [A]
K135-K137 + + + + 5,58
K137-K147 + + 10,16
K135-K147 + + 13,50
K162-K170 - - 13,06
G74-K89
G74-K137
G74-K199
G74-K206
G74-K135
K89-K159
K89-K182
K162-K185
K162-K199
K182-K185
K182-K206
K185-K199
K199-K206

+ +
+ +
+ + -
+ +
+ +

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + +
+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + +

Kvantifika¢ni vzorky ziskané smisenim vzorku volné DBD modifikované neznacenym
¢inidlem a vzorku komplexu DBD s DNA modifikované deuteriem znaenym c¢inidlem
v poméru 1 : 1 byly taktéz proteolyticky Stépeny trypsinem. Vyslednd hmotnostni spektra
byla vyhodnocena programem mMass, ktery na zakladé hmotnostniho spektra,
aminokyselinové sekvence peptidu/li, sitovaciho c¢inidla, nabojového stavu a poctu
znadicich deuterii modeloval izotopové obalky, ze kterych nésledné urcil procentuelni
zastoupeni neznacené a znacené verze chemického siténi. Na Obr. 31 — 33 na str. 74 - 75
jsou vidét nahledy obrazovky pti zpracovani hmotnostnich spekter kvantifika¢nich vzork.
Obr. 31 na str. 74 znazoriuje ptipad intrapeptidového siténi K137 a K147 ¢inidlem DSG

v ramci peptidu 136-151, kdy ve vzorku zasadné prevlada neznacena verze modifikace,
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z ¢ehoz lze dovodit, ze ke vzniku této modifikace dochdzi preferencné¢ u volné DBD.
Obdobné v pripad¢ intrapeptidového siténi K135 a K137 ¢inidlem DSG z Obr. 32 na str.
74 plyne, Ze k této modifikaci dochazi v obou piipadech se stejnou pravdépodobnosti.
Ptipad, kdy k modifikaci preferen¢né dochazi u komplexu DBD s DNA reprezentuje Obr.
33 nastr. 75.
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Obr. 31: Vyhodnoceni kvantifikace intrapetidového siténi K137 a K147 ¢inidlem DSG v peptidu 136 — 151.
Zobrazen nahled obrazovky pii vyhodnocovani v programu mMass.
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Obr. 32: Vyhodnoceni kvantifikace intrapeptidového siténi K135 a K137 ¢inidlem DSG v peptidu 130 — 147.

Zobrazen nahled obrazovky pii vyhodnocovani v programu mMass.
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Obr. 33: Vyhodnoceni kvantifikace interpeptidového siténi K137 a K147 ¢inidlem DSG mezi peptidy 89 —93a 171
- 185. Zobrazen nahled obrazovky pti vyhodnocovani v programu mMass.

Tab. 4: Souhrnna tabulka vysledki kvantifikace identifikovanych chemickych siténi.

Modifikované DSG DSS
aminokyseliny volndDBD  komplexs DNA  volndDBD  komplex s DNA
(dO) [%] (d4) [%] (dO) [%] (d4) [%]
K135-K137 52 48 36 64
K137-K147 93 7 85 15
K135-K147 86 14 67 33
K162-K170 58 42 - -
G74-K89 50 50 43 57
G74-K137 44 66 22 78
G74-K199 66 34 58 42
G74-K206 54 46 60 40
G74-K135 17 83 9 91
K89-K159 15 85 - -
K89-K182 11 89 - -
K162-K185 45 55 0 100
K162-K199 12 88 - -
K182-K185 63 37 53 47
K182-K206 64 36 - -
K185-K199 87 13 100 0
K199-K206 89 11 91 9

Ctyii siténi spojujici aminokyseliny uvnité strukturné charakterizované &asti byly
zakresleny do struktury komplexu FOXO4-DBD sDNA jako spojnice C, uhlikt
prislusnych lysinovych zbytkl. Vysledky kvantifikace identifikovanych siténi jsou shrnuty
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v Tabulce 4. Podatilo se identifikovat siténi jak ve strukturné charakterizované (tu¢né
zvyraznéné), tak ve strukturné necharakterizované oblasti. Byla ziskéna siténi, ktera se
vyskytuji pouze u volné formy domény (K185 - K199, DSS), nebo pouze u komplexu
sDNA (K162 - K185, DSS). Dale byla identifikovana fada siténi, u kterych se

pravdépodobnost vzniku mezi formami vyrazng lisi.

Obr. 34: Vizualizace vybranych chemickych siténi pomoci ¢inidel DSG (A) a DSS (B) spolu s preferenci jejich vzniku
pri srovnani volné DBD domény a komplexu DBD s DNA. Chemické siténi reprezentuje spojnice C, uhlikd pfislusnych
lysinovych zbytkli. Modfe zobrazena siténi pfednostné vznikajici ve volné DBD doméné (vice nez 70% siténi tvofeno
neznacenou formou c¢inidla pouzitého ke znaceni volné domény). Fialové zobrazena znaceni bez vyrazné preference
nékterého ze stavii. Pouzit model struktury komplexu FOX04-DBD s DNA'™,
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6 Diskuze

Moznosti studia interakce transkripénich faktori s DNA byly zkouméany pomoci
strukturnich MS technik na modelovém proteinu, kterym byla DNA vazebna doména
faktoru FOXO4. Tento protein byl vybran pro dostatek publikovanych strukturnich

12 tak domény vazané v komplexu

informaci popisujicich jak stav volné domény
s DNA . Motivaci pro studium interakei transkripénich faktorti s DNA je jejich zasadni
regulacni tloha popsana v kap. 1.1 a 1.2 a negativni disledky naruseni této regulace véetné
malignich procesti. K dnesnimu dni je na zaklad¢ znalosti lidského genomu predikovéano
asi 1400 lidskych transkripénich faktord **°, pri¢emz u &asti z nich (pFiblizng 900 faktort
dle RSCB) je alesponn ¢asteéné vyieSena jejich trojrozmérna struktura. Detailni popis
interakce DNA vazebnych domén s DNA je pak spiSe vyjimkou. Metody strukturni
charakterizace téchto interakci pomoci hmotnostni spektrometrie nabizi ve srovnani
s technikami s vysokym rozliSenim (kap. 1.8.1) pfistup s nizsi rozliSovaci schopnosti, ale
vys$si pruchodnosti a maji i potencidl fesit dané problémy za nativnich podminek nebo

dokonce piimo in vivo.

V pribchu piipravy proteinu byl proveden test indukované exprese, pii kterém byla
exprese FOXO4-DBD zjisténa i1 u kultur, které nebyly k expresi proteinu cilené
indukovany piidavkem IPTG. Tento vysledek lze vysvétlit tzv. leaky expression, tedy
minimalni expresi nezavislou na ptitomnosti induktoru exprese danou nestabilitou vazby

Lacl represoru na DNA,

Pt1 purifikaci proteinu byla po kazdém kroku provedena kontrolni SDS-PAGE. Na vsech
vyslednych gelech byl pozorovan zdvojeny prouZzek v oblasti odpovidajici mobilité
FOXO04-DBD (viz. Obr. 23, 24 str. 64, resp. 65). Toto je zpusobeno piitomnosti dvou
forem FOXO4-DBD, jedné odpovidajici 84-207 a druhé, zkracené o tfi aminokyseliny na
C-konci (82-204) K tomuto zkraceni dochazi nejpozdé€ji v prubéhu izolace proteinu,

protoze jej lze pozorovat v pribchu celého zbytku purifikace.

Piipraveny protein byl zkouman dvéma pfistupy hmotnostni spektrometrie pro studium
struktury a interakci: H/D vyménou a chemickym siténim. Ob&éma metodami byla

studovana jak volna DBD, tak jeji komplex s DNA s cilem porovnat strukturni zmény.

Zakladnimi vysledky ziskanymi zpracovanim dat z H/D vymény jsou vynosy relativni

miry deuterace volné domény a domény v komplexu s DNA v zavislosti na dobé znaceni
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pro jednotlivé peptidy ziskané proteolytickym S$tépenim znaceného proteinu. VétSinu
ziskanych vynosii 1ze rozdélit do tii skupin podle ¢asového profilu deuterace peptidu
V obou stavech. Piikladem prvniho deutera¢niho profilu je peptid 103-118 (viz Obr. 27,
str. 68), u kterého se zprvu zanedbatelny rozdil deuterace mezi obéma stavy s prodluzujici
se dobou znaceni vyrazné zvysuje. Deuterace na pocatku znaceni je u obou stavl nizka,
pfi¢emz u DBD v komplexu nizkd mira deuterace pietrvava i v pribéhu 5 hodin znaceni.
Oblast peptidu 103-118 vyménuje vzhledem K ostatnim ¢astem DBD spise pomalu. Vazba
DNA vyrazné snizuje celkovou vodik/deuteriovou vyménu. Rozdily v deuteraci jsou
patrné az pti delSich dobach znaceni. Obdobné profily deuterace lze pozorovat u vsech
peptida regionu 103 - 120, ktery je tvofen a-Sroubovici H1 a navazujici smyckou, ktera jej
spojuje s o-Sroubovici H2 a obsahuje maly dvouaminokyselinovy p-fetézec S1,
participujici na tvorbé pB-skladaného listu sftetézci S2 a S3  Tento region je
nasledovan oblasti mezi zbytky 121-129 (a-Sroubovice H2), ktera vyménuje velmi pomalu
(prvni detekovana vodik/deuteriova vyména v ¢asovém bodé 10 min). Navazanim DNA
navic dochazi k prakticky Gplnému zamezeni vymény, jak lze vidét na ptikladu peptidu
121-129 (viz Obr. 27, str. 68). Druhy pozorovany deutara¢ni profil je charakteristicky
konstantnim rozdilem v mife vodik/deuteriové vymény mezi volnou DBD a jejim
komplexem s DNA po celou dobu znaceni. Tento profil vymény se vyskytuje u peptidi
Vv oblasti zbytkd 125 — 194. Piikladem muze byt peptid 128-137 (viz Obr. 27, str. 68)
Vazba DNA i v téchto ptipadech snizuje vodik/deuteriovou vyménu. Posledni skupinu
tvoti peptidy N- a C-konce ptipraveného konstruktu DBD. Rozdil v ¢asovych zavislostech
miry deuterace na ¢asech je mezi volnou doménou a komplexem s DNA minimalni. Spolu
scelkové vysokym procentem vyménénych deuterii to naznacuje piitomnost
nestrukturovanych usekd, které nejsou ovlivnény vazbou DNA. Jako piiklad takového

peptidu je na Obr. 27 na str. 68 uveden vynos pro peptid 195-201.

Z vyse diskutovanych vysledkl je ziejmé, Ze peptidy liici se profilem deuterace mohou
obsahovat shodnou ¢ast sekvence (napi.: 121-129 a 125-135). Z tohoto dtivodu bylo tieba
pfepocitat experimentdlné ziskané relativni deuterace na uroven jednotlivych
aminokyselin. Ziskané relativni deuterace jednotlivych aminokyselin pro oba stavy DBD
byly vyneseny podél aminokyselinové sekvence. Stejné tak byl vynesen i rozdil relativnich
deuteraci obou stavi. Z téchto vynosu plyne, ze nejvétsi rozdily v deuteraci vykazuje

a-Sroubovice H1 a pfilehla smycka spolu s B-fetézcem S1, dale pak oblast a-Sroubovice
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H3. Tyto vysledky jsou ve shodé s publikovanou strukturou komplexu FOXO4-DBD
s DNA, kde je a-Sroubovice H3 zodpovédnd za velkou ¢ast kontaktli s dvousroubovici
DNA. Otazkou zistava role Sroubovice H1 a prilehlé smycky pii tvorbé komplexu.
Moznym vysvétlenim je stabilizace struktury této ¢asti v dusledku interakce regiont, které
ji ohrani¢uji s DNA, jmenovité¢ interakce N-koncovych aminokyselinovych zbytkl
a a-Sroubovice H3, popsanych na zdkladé krystalové struktury komplexu. Rozhodujicim
vysledkem studie vodik/deuteriové vymeény je schopnost identifikovat regiony, jejichz
struktura je vazbou DNA na transkripéni faktor pozménéna nebo je zde v disledku vazby

sniZzena pristupnost rozpoustédla.

Druhym pfistupem ke studiu struktury a interakci transkripéniho faktoru a jeho komplexu
s DNA byla metoda chemického siténi, pti které byla pomoci deuteriem znacenych ¢inidel
porovnana Cetnost vzniku jednotlivych siténi ve volné doméné a v komplexu s DNA. 13
z celkovych 17 identifikovanych siténi (viz Tab. 4, str. 74) spojovalo aminokyselinové
zbytky, z nichz alespont jeden lezel mimo strukturné charakterizovanou ¢ast. U zbylych
Ctyt siténi bylo mozné z publikované struktury komplexu s DNA urcit vzdalenost C,
uhlikti kovalentné spojenych aminokyselin (viz Tab. 3, str. 72), kterd by méla pro siténi
¢inidlem DSG byt mensi nez 20 A a pro siténi ¢inidlem DSS mensi nez 24 A (v uvahu je
brana délka obou aminokyselinovych zbytkli spojenych c¢inidlem). Témto kritériim
vyhovéla vSechna &tyfi siténi. Dvé znich (K135-K137, K162-K170) nevykazovala
vyznamnou preferenci ke vzniku ve volné doméné ani v komplexu s DNA. V ptipadé
siténi mezi K135 a K137 je mozné, Ze blizkost lysinovych zbytkli neumoziuje, aby zména
struktury v disledku vazby DNA zasadné omezila ¢i posilila jeho vznik. Pfesto pti
porovnani vyskytu siténi u obou cinidel dostdvdime mirné zvyhodnéni vzniku siténi
v komplexu s DNA pfi pouziti DSS (64%), jehoz spojka je ve srovnani s DSG piiblizné
04 A delsi. Béhem vazby DNA neni piistup ke zbytkiim K135 a K137 stericky molekulou
DNA nikterak omezen a je pravdépodobné, ze v dusledku vazby dochazi
k mirné deformaci okoli téchto zbytku, jejimz dusledkem je oddaleni e-aminoskupin

lysinovych zbytk.

Siténi K135-K147 a K137-K147 vznikala ptednostné ve volné formé, pfi¢emz v obou
ptipadech se rozdil vyskytu v obou formach pii prodlouzeni ¢inidla zmensil. Ani v tomto
ptipad¢ netvoii DNA sterickou piekazku branici ¢inidlu v modifikaci lysinovych zbytk.

MozZznym divodem je oddaleni lysinovych e-aminoskupin vysvétlujici snizeni vyskytu
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obou siténi v pribéhu tvorby komplexu, stejné jako snizeni rozdilu pfi pouziti Cinidla
sdelsi spojkou. Tuto hypotézu podporuje i zjisténi plynouci z krystalové struktury
komplexu s DNA, kdy autofi tvrdi, Ze na precisnim umisténi a-Sroubovice H3 do velkého
zlabku dvousSroubovice DNA se podileji aminokyselinové zbytky smycky mezi
a-Sroubovicemi H2 a H3 (Y133, F134) a N-koncového regionu (W97, Y102), které spolu
s W146 tvofi pfi vazbé DNA stabilni hydrofobni klastr. Pravé interakce téchto zbytkl
muze byt divodem deformace smycky mezi H2 a H3, znesnadiujici vznik diskutovanych
siténi. V kontextu vysledka chemického siténi je mozné hledat souvislost mezi tvorbou
hydrofobniho klastru a strukturni zménou pfilehlych regiont, predevsim a-Sroubovice H2,
ktera pfi studiu vodik/deuteriové vymény vykazovala nejmarkantnéjsi rozdil vymeény pfi

srovnani volné domény se vznikajicim komplexem s DNA.

Ttinact identifikovanych siténi zasahujicich do strukturné necharakterizované ¢asti muize
byt dale spolu s publikovanymi strukturnimi modely FOXO4-DBD a dal§ich homolognich
domén pouzito k navrzeni modelu dosud strukturné nevytfeSenych N- a C-koncovych

regiontl.

Zavérem lze konstatovat, ze obé metody, jmenovit¢ H/D vyména a chemické siténi, Ize
s uspéchem pouzit ke studiu struktury transkripénich faktor a jejich interakce s DNA.
rozliSujicich technik. Dalsi krokem studia interakce transkripcnich faktord s DNA pomoci
hmotnostni spektrometrie je chemické siténi mezi proteinem a DNA. Siténi mezi DNA
vazebnou doménou FOX0O4 a DNA pomoci trans-platiny jiz bylo v Laboratofi strukturni
biologie a bunécné signalizace provedeno. Konecnym cilem je modifikace metody siténi
mezi proteiny a DNA pro pouziti in vivo s potencialem identifikovat ve velkém métitku

useky DNA spolu s proteiny, které je vazi.
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7 Shrnuti

Cilem této diplomové prace byla piiprava rekombinantni DNA vazebné domény

transkripéniho faktoru FOXO4 a nésledné ovéfeni moznosti strukturné charakterizovat

jeho interakci s DNA pomoci hmotnostni spektrometrie. Ziskané vysledky lze shrnout

takto:

DNA vazebnd doména faktoru FOXO4 byla rekombinantné pfipravena
V produkcnim bakterialnim kmeni a nasledné purifikovana.

Metodou vodik/deuteriové vymény byla ziskana strukturni informace o volné DNA
vazebné doméné a o jejim komplexu s DNA se 100% pokrytim aminokyselinové
sekvence.

Metodou chemického siténi bylo identifikovano 17 siténych dvojic aminokyselin,
U kterych byla dale urcena preference jejich siténi pro volnou DNA vazebnou
doménu i pro doménu v komplexu.

Porovnani vysledkii ziskanych pro volny protein s vysledky ziskanymi pro protein

v komplexu umoznilo identifikaci regiont ménicich pii vazbé DNA konformaci.

Zavérem lze konstatovat, Ze metodami strukturni hmotnostni spektrometrie, jmenovité

vodik/deuteriovou vyménou a chemickym siténim, se ndm podatilo studovat strukturni

stranku interakce mezi proteiny (napf.: transkripéni faktory) a DNA. DalSim cilem bude

doplnit ziskané informace o data z protein-DNA siténi. Na zakladé téchto informaci se

pokusit o modelovani dosud strukturné necharakterizovanych tsekt. Dlouhodobym cilem

bude zavedeni téchto metod pro vyuziti in vivo s moznosti studia dalSich transkripénich

faktora.
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Obr. 35: Kompletni sada vynosu relativni deuterace v zavislosti na dobé znaceni pro jednotlivé identifikované
peptidy (1/3). Kazdy peptid je oznacen pofadovym &islem pocatecni a koncové aminokyseliny v sekvenci FOXO04. Dale
jsou v zavorce uvedeny pozorované nabojové stavy. Modry vynos reprezentuje volnou FOX04-DBD, ¢erny pak doménu

v komplexu s DNA. Vytvofeno programem DeutEx (Kavan, Man).
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Obr. 36: Kompletni sada vynosu relativni deuterace v zavislosti na dobé znaceni pro jednotlivé identifikované
peptidy (2/3). Kazdy peptid je oznacen pofadovym ¢islem pocate¢ni a koncové aminokyseliny v sekvenci FOXO04. Dale
jsou v zavorce uvedeny pozorované nabojové stavy. Modry vynos reprezentuje volnou FOX04-DBD, ¢erny pak doménu
v komplexu s DNA. Vytvofeno programem DeutEx (Kavan, Man).
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Obr. 37: Kompletni sada vynosi relativni deuterace v zavislosti na dobé znaceni pro jednotlivé identifikované
peptidy (3/3). Kazdy peptid je oznacen pofadovym &islem pocate¢ni a koncové aminokyseliny v sekvenci FOX04. Dale
jsou v zavorce uvedeny pozorované nabojové stavy. Modry vynos reprezentuje volnou FOX04-DBD, ¢erny pak doménu
v komplexu s DNA. Vytvofeno programem DeutEx (Kavan, Man).
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