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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je soucasti projektu, jehoz cilem je vyvoj
nizkomolekularnich latek schopnych inhibovat interakci lidského transkripéniho faktoru
FOXO3 sDNA. Hlavnim cilem této bakalafské prace je piiprava N znaené
DNA-vazebné domény proteinu FOXO3 (FOXO3-DBD) a ovéfeni jeji nativni struktury
pomoci *H-"N HSQC NMR experimentu.

Transkripéni faktory FOXO jsou dulezité a evoluén¢ konzervované regulacni
proteiny, které se ucastni mnoha dilezitych bunéénych déji. Aktivita FOXO proteint je
regulovana posttranslaénimi upravami, z nichz nejdilezitéjsi jsou fosforylace, acetylace a
ubikvitinace. Forkhead transkripéni faktory zastdvaji zna¢ny pocet riznych bunécnych
funkci, ovSem jejich exprese muze probihat pouze v nékterych typech tkani. Obsahuji asi
100 aminokyselin dlouhou DNA-vazebnou doménu slozenou z nékolika ¢asti. Mezi jejich
funkce patii regulace bunécného cyklu a apoptdzy, proliferace a diferenciace bunék,
kontrola metabolismu a regulace protistresové odpovédi. U nékterych typt nadorovych
bunék je resistence viCi chemoterapii zprostifedkovana pravé vysokou aktivitou
transkripniho faktoru FOXO3. Z tohoto divodu je nutné hledat zplisoby, jak cilené
potlacit funkci tohoto proteinu.

Kli¢ova slova
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ABSTRACT

This bachelor thesis is part of a project aiming for the development of low
molecular compounds which would be capable to inhibit the interaction between human
transcription factor FOXO3 and DNA. Main goal of this thesis is preparation of
>N-labelled DNA-binding domain of FOXO3 protein (FOX03-DBD) and verification of
its native structure using *H-">N HSQC NMR experiment.

FOXO transcription factors are important and evolutionary conserved regulatory
proteins, which are involved in many crucial cellular processes. The activity of FOXO
proteins is regulated by posttranslational modifications, out of which the most important
are phosphorylation, acetylation and ubiquitination. Forkhead transcription factors
participate in a variety of different cellular functions, although its expression is limited to
specific tissues. They contain approximately 100 amino acids long DNA-binding domain
composed of several parts. Among its main functions belong the regulation of cell cycle
and apoptosis, proliferation and cell differentiation, metabolism control and stress-response
regulation. Some types of tumor cells have developed resistance against chemotherapy by
increasing activity of FOXO3 transcription factors. For this reason, it is necessary to look

for means to specifically suppress the function of this protein.

This thesis is written in Czech.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

adenin

DNA-vazebna doména (z angl. DNA-binding domain)
deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
1,4-dithiothreitol

Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylendiamintetraacetic acid)
forkhead box O, O-podskupina forkhead transkripénich faktort
forkhead doména

guanin

glutathion-S-transferasa

vysokotlaka kapalinova chromatografie (z angl. fast protein liquid
chromatography)

insulinu podobny ristovy faktor (z angl. insulin-like growth factor)
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

zivné médium (médium dle Luria-Bertaniho)

nuklearni exportni sekvence

nuklearni lokaliza¢ni signal

nuklearni magneticka rezonance

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide gel
electrophoresis)

fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

proteinkinasa B

precission proteasa

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

dodecylsiran sodny, denatura¢ni ¢inidlo (z angl. sodium dodecylsulphate)
kinasa (z angl. serum- and glucocorticoid-inducible kinase)

thymin

transaktiva¢ni doména

N, N, N, N’-tetraethylendiamin

tris(hydroxymethyl)aminomethan

jednotka (z angl. unit)

objem/objem (z angl. volume/volume)

hmotnost/objem (z angl. weight/volume)



1 PREHLED LITERATURY

1.1  Transkripce a transkrip¢ni faktory

Transkripce je proces, pii kterém se piekladd genetickd informace z
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) do ribonukleové kyseliny (RNA). RNA se pak dale
upravuje, transportuje z jadra do cytoplasmy a je dale ptekladana do formy proteinu.
Celému tomuto procesu se pak souhrnné fikd bunécnéd exprese. RNA ma jiné slozeni nez
DNA, proto jsou k transkripci potieba jiné enzymy nez k prosté replikaci DNA. Hlavnim
rozdilem ve sloZeni je cukerna slozka, DNA obsahuje 2’-deoxyribosu, RNA ribosu. Rozdil
Ve vyskytu bazi neni tak podstatny, protoze se muze stat, Ze se vyskytne nestandardni baze
jak v DNA, tak v RNA.

K zapoceti ptekladu z DNA do RNA je nutné, aby byla DNA dostupna pro RNA
polymerasu, ¢ehoz se dosahuje slozitym systémem transkripénich faktort. Cely proces
transkripce je rozdélen na tfi useky, iniciaci, elongaci a terminaci. Behem iniciace dochdzi
Kk rozpoznani promotoru transkripénimi faktory, které se vazi na dvousroubovici DNA a
méni jeji konformaci. U eukaryot je promotorem sekvence TATAAA, nazyvana
TATADbox, kterd se vyskytuje asi 25 part bazi pred samotnym pocatkem genu. Mnoha
eukaryota maji dals$i regulacni sekvence, jako je CAATbox a enhancerové sekvence,
vzdalené mnohdy i1 nékolik tisic pard bazi od pocatku genu. Do této struktury
transkripCnich faktorti navazanych na promotorovou sekvenci DNA se muze navazat RNA
polymerasa Il a piepsat kodujici vlakno DNA do RNA, kterd je dale piekladana do

proteint. [1.2]

Pro transkripci vSech genil jsou potfeba obecné transkripcni faktory, pro jednotlivé
geny pak mohou existovat specifické regulacéni transkripéni faktory. Mezi obecné
transkripéni faktory patiéi aktivatory a mediatory. Aktivatory spousti transkripci po
navazani vSech sloZek transkripéniho aparatu a mediatory zprostiedkovavaji vazbu tohoto
komplexu s enzymy zpracovavajicimi kondenzovany chromatin do formy jemu pfistupné.
Obecné transkripcni faktory si jsou vzajemné velmi podobné napti¢ vSemi eukaryotickymi

organismy.*?



1.2  Forkhead transkrip¢ni faktory a podrodina FOXO

Forkhead transkripéni faktory jsou skupina strukturné¢ podobnych aktivatort
transkripce. Byly nalezeny u mnoha eukaryotickych organismi, od téch nejjednodussich az
po ¢loveka. Jsou podskupinou, nazyvanou V anglické literatufe ,,winged helix proteins<,
tfidy proteinti interagujicich s DNA oznacovanych jako ,,helix-turn-helix‘‘ proteiny. Tyto
proteiny se vyskytuji u prokaryot i eukaryot. Nazev forkhead je odvozen od prvniho
objeveného genu této skupiny, ktery je dilezity pro spravny vyvoj embryi Drosophil.[3’4].
Tento Forkhead gen je zodpovédny za vytvoreni rustové hranice, aby se embryo vyvinulo
ve fyziologicky spravné poskladaného jedince. Postupné bylo objeveno mnoho proteinti
této skupiny, a byly rozdéleny do podrodin s kédovym oznaenim FOX a pismeno
abecedy, napt. FOXO. Existuji podrodiny A az S a proteiny se do nich fadi na zaklad¢

homologie primérni struktury proteind.®®!

Podrodina FOXO, tedy forkhead box O transkripéni faktory, se podili hlavné na
procesech souvisejicich s regulaci bunécného cyklu, bunécné smrti, oprav DNA a
odpovédi na oxidaéni stres.l’l Rozmanitost regulatorii a efektl téchto proteinli napovida, Ze
jejich funkci je udrzovat homeostazi tkani v ¢ase a koordinovat odpovéd’ na zmény
prostiedi, oxidaéni a metabolicky stres nebo nedostatek riistovych faktort.'®! Jejich funkce
je kontrolovana sérii protein-proteinovych interakci, pti kterych dochazi k posttranslaénim
modifikacim, hlavné fosforylaci, acetylaci a ubikvitinaci. FOXO proteiny jiz byly
identifikovany v mnoha organismech, jmenovité napi. modelové organismy Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus musculus, Homo sapiens, ale i jinych.”! Nez
doslo ke sjednoceni ndzvoslovi téchto proteinti, pouzivaly se mnohé ndzvy, napt. FKHRL1
pro FOXO3. Kdédové oznaceni FOX se pouziva pouze pro proteiny nalezené u obratlovci,
u bezobratlych maji vlastni ndzvy, 1 kdyZ jsou sekvenéné podobné a zastavaji stejnou nebo

velmi podobnou funkci.™”

Ctyti ¢lenové podrodiny FOXO maji stejnou funkci, ale lidi se v detailech své
struktury a mistem exprese. FOXO1 je exprimovan pievazné v tukové tkani, FOXO3
Vv jatrech, FOXO4 ve svalové tkani a FOXO6 pouze v mozku.!"!



1.3 Struktura proteina podrodiny FOXO

Vsechny FOXO proteiny maji stejnou doménovou organizaci primarni struktury a
obsahuji forkhead DNA-vazebnou doménu, jaderny lokaliza¢ni signal, sekvenci dalezitou
pro export z jadra a transaktiva¢ni doménu. Tyto domény jsou u vsech proteinli podrodiny
FOXO strukturné velmi podobné.[! Na Obr. 1.1 jsou schematicky znazornény
posttranslaéni tpravy FOXO3. Aminokyselinova sekvence proteinu FOXO3, ktera je
uloZena v databazi UniProt™ pod kédem 043524, je uvedena nize. Tato prace se zabyva

pouze isekem DNA-vazebné domény, ktery je vyznacen Cervenymi pismeny.

Sekvence FOXO03 s vyznac¢enym tsekem DNA-vazebné domény

MAEAPASPAPLSPLEVELDPEFEPQSRPRSCTWPLQRPELQASPAKPSGETAADSMIPEEEDDEDDEDGGGRAGS
AMAIGGGGGSGTLGSGLLLEDSARVLAPGGQDPGSGPATAAGGLSGGTQALLQPQQPLPPPQPGAAGGSGQPR
KCSSRRNAWGNLSYADLITRAIESSPDKRLTLSQIYEWMVRCVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSRFMR
VONEGTGKSSWWIINPDGGKSGKAPRRRAVSMDNSNKY TKSRGRAAKKKAALQTAPESADDSPSQLSKWPGS
PTSRSSDELDAWTDFRSRTNSNASTVSGRLSPIMASTELDEVQDDDAPLSPMLYSSSASLSPSVSKPCTVELPRLT
DMAGTMNLNDGLTENLMDDLLDNITLPPSQPSPTGGLMQRSSSFPYTTKGSGLGSPTSSFNSTVFGPSSLNSLRQ
SPMQTIQENKPATFSSMSHYGNQTLQDLLTSDSLSHSDVMMTQSDPLMSQASTAVSAQNSRRNVMLRNDPMM
SFAAQPNQGSLVNQNLLHHQHQTQGALGGSRALSNSVSNMGLSESSSLGSAKHQQQSPVSQSMQTLSDSLSGSS
LYSTSANLPVMGHEKFPSDLDLDMFNGSLECDMESIIRSELMDADGLDFNFDSLISTQNVVGLNVGNFTGAKQA
SSQSWVPG

cGK] MSTE CDK2  Obr. 1.1: Schématické znazornéni posttranslacnich aprav
= o= = =  FOXO3. Pievzato a upraveno z ¢linku. (2]
P Py (P) |
. o T -\.I_..' T "'ul_.-' .
FKH FKH-forkhead doména (DNA-vazebna doména),
: ' P-fosfatova skupina, cGK1-cGMP dependentni
e proteinkinasa 1, MST1-proteinkinasa z rodiny STE?20,
= CKD2-cyklin dependentni kinasa 2, Ac-acetatova skupina,
) CBP-cAMP response element binding (CREB) vazebny
. protein.
T o
0w @9
| l-';'H |
Kildl
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1.4 Mechanismus vazby na DNA

Obr. 1.2: FOXO3 navazany ve velkém zlabku dvousroubovice DNA. Na tomto obrazku je
dobie vidst interakce helixu H3 (oranzove) s DNA.

Forkhead DNA-vazebna doména se sklada z asi 110 aminokyselin uspofadanych do
tfi a-helixa (H1, H2 a H3), tfi B-listt (S1, S2 a S3) a dvou spojovacich ohybt ve tvaru
ktidel (winged-like loops, W1 a W2). Domény jsou v prostoru uspotadany v potadi H1-S1-
H2-H3-S2-W1-S3-W2. List S1 je vlozen mezi helixy H1 a H2 a tvoii tak suprasekundarni
strukturu ofo. Soucasné interaguje s listy S2 a S3, ¢imz vytvaii antiparalelni B-skladanou
strukturu. Na obrazku 1.2 je vidét lidsky FOXO3 protein navazany na
dvousroubovici DNA. Hlavnim DNA-vazebnym elementem je helix H3, ktery se vklada
do velkého Zlabu DNA v roviné téméf kolmé na strukturu dvousSroubovice a tvoii velkou

cast specifickych interakci mezi DNA a FOXO proteinem. [14]

Interakce FOXO proteinti s DNA je umoznéna jejich DNA-vazebnou doménou.
FOX proteiny obecné rozpoznavaji sekvenci 5’-(A/C)AA(C/T)A-3’. Forkhead
DNA-vazebna doména FOXO proteint specificky rozpoznavéa tsek 5’-GTAAACAA-3’,
pficemz vazba je zprostiedkovana helixem H3, ktery se vaze do velkého Zlabku. Navic je
vazba umoznéna zménami v hydrataénim obalu obou vazebnych partnerit a vytvofenim
unikatniho uspofadani molekul Vody.[ls] Kromé toho se vazby ucastni také hydrofobni
efekt a van der Waalsovské interakce.!® Kromé helixu H3 s DNA mohou interagovat jeste
ohyby W1 a W2 a N-konec forkhead domény. Tyto cCasti interaguji elektrostaticky
s fosfatovymi skupinami kostry DNA. Vazba FOXO3 na DNA vyvolava velkou zménu ve
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struktuie DNA, zatimco protein samotny si svou strukturu uchovava téméf nezménénou.
Ptfesny mechanismus specifické vazby forkhead proteini na DNA neni stile objasnén,
predpokladd se vsak, ze jsou za ni zodpovédné rozdilné distribuce naboje v DNA-

vazebnych doménéch riznych FOX proteinﬁ.[17]

1.5 Funkce FOX0O3

FOXO proteiny jsou dulezité regulacni proteiny zasahujici do mnoha bunéénych
déja. FOXO3 je exprimovan hlavné v jaterni tkani, kde se aktivn€ UcCastni odpovédi na
oxidacni stres. V jatrech béhem metabolismu nejriiznéjSich latek vznikaji nebezpecné
kyslikové radikaly, které musi byt odstranény. Kyslikové radikaly jsou zodpovédné za
poskozovani bunéénych struktur, poskozovani genetické informace a tim zpusobené
nemoci ¢i zrychleni procesu starnuti.™*®! Zvyseny oxidacni stres je aktivatorem mnoha
posttransla¢nich modifikaci FOXO proteinti, jako naptiklad jiz zminéné fosforylace,
acetylace a ubikvitinace. Takto upravené FOXO proteiny plisobi svou aktivitou proti

e . . . . M 12
oxida¢nimu stresu indukci transkripce gent s ochrannym u¢inkem. [

1.6 Regulace piisobeni FOXO

FOXO proteiny jsou regulovany posttranslacnimi Gpravami, ke kterym dochazi
V riznych kompartmentech bunky a tak uréuji jeho bunéénou lokalizaci a funk¢ni roli. Pti
zméné posttranslacnich tprav dochazi k translokaci FOXO proteinu do jiného bunéného
kompartmentu, ¢imz se zajistuje jeho spravna funkc¢nost. Posttranslacni ipravy bud’ piimo
méni konformaci FOXO proteinu, nebo odkryvaji a zakryvaji specifickd vazebna mista pro
interakéni partnery. Posttranslacni apravy jsou regulovany vnéj$im signdlem. Mezi faktory
ovliviiujici zpisob posttranslaénich modifikaci FOXO protein patii napiiklad insulin,
insulinu podobny rustovy faktor 1 (IGF-1, z anglického insulin-like growt factor 1), jiné

rustové faktory, nékteré cytokiny, nékteré Ziviny, neurotrofni faktory a oxidacni stres.!]

Nejbéznéjsi posttransla¢ni upravou FOXO proteint je fosforylace. Fosforylace je
realizovana kinasami PKB/Akt a SGK a pusobi negativné. Tyto kinasy jsou soucasti
signalni drahy PI3K-PKB/AKt, ktera odpovida na pfitomnost insulinu, IGF-1, rustovych a

neurotrofnich faktord. Reakci s témito Kinasami se pfipoji fosfatova skupina na prvni a

12



druhé fosforylaéni misto: Thr32 a Ser254. Vytvofii se tak vazebné misto pro regulacni
protein 14-3-3, ktery se vyskytuje v jadie a po vazbé na FOXO proteiny zna¢né urychluje
jejich aktivni transport z jadra ven. V jadfe tedy klesd koncentrace FOXO proteini a
snizuje se tim pravdépodobnost, Ze aktivuji néjaky gen. Protein 14-3-3 také znacné
maskuje jaderny lokalizac¢ni signal ve struktuie FOXO proteinli a tim jim zabrafiuje se
okamzit¢ wvratit zpét do jadra. V cytoplasmé se tedy nachazi velké mnozstvi
fosforylovanych FOXO proteinii zadrzovanych proteiny 14-3-3, které ¢ekaji na svou
aktivaci. Aktivace probiha pomoci odstépeni fosfatti a disociace proteinu 14-3-3. Tento
proces neni pfili§ prozkouman, lze pouze fici, ze za defosforylaci jsou zodpovédné
proteinfosfatasy.™ Proteiny 14-3-3 jsou regulaéni proteiny, které se vyskytuji u viech
zkoumanych eukaryotickych organismi. Jejich regulacni funkce spociva v ovlivnéni
struktury a blokovani vazebnych mist interakénich partnerd, kterych je celd fada. Funguji
jako dimery a maji mnoho isoforem, jen u ¢loveéka je jich znamo nejméné sedm. I pies tyto
vlastnosti jsou ale vysoce konzervované a sekven¢né podobné napii¢ celou eukaryotickou
fi8i. Dimerizaci se vytvari kanal (obrazek 1.3), ktery obsahuje nejkonzervovangjsi
aminokyseliny a umozfiuje navazani a upevnéni celé fady interakénich partnerd pomoci
slabych vazebnych interakci. FOXO proteiny jsou pouze jednim z mnoha typt interakénich
partneru. Jak je vidét na obrazku 1.4 (str. 14), fosforyla¢ni mista blizce sousedi s DNA-
vazebnou doménou a tim zabraiiuji vazbé¢ FOXO-DBD na DNA, kdyz je FOXO vazan na
protein 14-3-3.14

Obr. 1.3: Struktura lidské isoformy proteinu 14-3-3( (povrchova reprezentace).
Aminokyselinové zbytky konzervované u vSech lidskych isoforem jsou znazornény
cervené. Prevzato a upraveno z ¢lanku. [20]

13
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Obr. 1.4: Schématické znazornéni vazby proteinu 14-3-3 na FOXO. Na obrazku je dobie
vidét, ze DNA-vazebna doména (DBD) je uchycena v kanalu 14-3-3 dimeru (pomoci
fosforylovanych serini v polohach 256 a 319 a tyrosinu v poloze 24) ¢imz je stericky
branéno vazbd na DNA.M! NLS-nuklearni lokalizagni signal, NES- nukledrni exportni
sekvence, TA-transaktivaéni doména, P-fosfatova skupina, AKT/PKB-kinasa

Bylo zdokumentovano, ze FOXO mohou do jadra vstupovat 1 bez defosforylace na
mistech zodpovédnych za vazbu na 14-3-3, a to v piipad¢, ze je bunka podrobena
oxida¢nimu stresu. Pfi téchto podminkach je totiz fosforylovano dalsi misto proteinkinasou
MST1, umisténé v DNA-vazebné doméné (jde o Ser207). Je-li tento serin fosforylovan,
prerusi se vazba s 14-3-3 proteinem a FOXO protein je aktivné transportovan do jadra.
Existuje jesté jedna stresem aktivovana proteinkinasa fosforylujici FOXO proteiny, JNK.
Tato fosforylace probiha mimo DNA-vazebnou doménu na Thr447 a zaroven na povrchu

14-3-3 proteinu, &imZ se také docili peruseni vazby FOXO proteinu na 14-3-3.119%H

Dalsi moZnosti posttranslacnich tGprav je ubikvitinace. U proteinu FOXO04 spousti
ubikvitinace transport do jadra a nasleduje transkripce, ktera bez ubikvitinace neprobiha.
Ubikvitin je maly evolu¢né konzervovany protein, ktery se pouziva jako bunécna znacka,
ktera svoji vazbou oznaéi proteiny, jez jsou uréeny k proteolytické likvidaci. Ke spusténi
proteolyzy musi byt protein ubikvitinovan vice nez jednou, proto se da monoubikvitinace
pouzit jako signal, ktery svého nositele neodsoudi k okamzitému zaniku. V ptipadé FOXO
proteini se monoubikvitinace pouziva jako jaderny lokaliza¢ni signal a nastava jako

odpovéd na oxidacni stres.??
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Posledni prozkoumanou posttranslacni upravou je acetylace. Acetylace je fizena

oxida¢nim stresem a urcuje lokalizaci FOXO proteinti. Acetylované FOXO proteiny jsou

presouvany do oblasti jadra s vysokou koncentraci FOXO-regulujicich proteind.

[19]

Na obrazkul.5 je grafické zndzornéni vSech pozorovanych posttranslacnich Gprav

FOXO proteinti. Obrazek je ptejat z ¢lanku a upraven.[lz]
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Obr. 1.5: Schématické znazornéni posttransla¢nich tprav rtiznych isoforem proteinti
podrodiny FOXO." Proteiny z ttidy O transkrip&nich faktori FOX obsahuji nasledujici
¢tyfi domény: FKH, NLS, NES a TA; kde FKH je forkhead doména neboli DNA-vazebna
doména, NLS-nuklearni lokaliza¢ni signal, NES- nuklearni exportni sekvence,
TA-transaktivacni doména, P-fosfatova skupina, Ac-acetatova skupina, Ub-ubikvitin
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2 CiLE PRACE

1.) Osvojeni si exprese a purifikace DNA-vazebné domény lidského forkhead
transkrip¢niho faktoru FOXO3(FOXO3-DBD) v bakteriich Escherichia coli.

2.) Optimalizace purifika¢niho protokolu s cilem limitovat proteolytickou degradaci
ptipravovaného proteinu.

3.) Exprese a purifikace N zna¢eného proteinu FOX03-DBD.

4.) Ptiprava vzorku pro NMR méfeni a porovnani naméteného ‘H-">N HSQC spektra
se spektrem publikovanym v literatufe.
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3 MATERIALY A METODY

3.1  Pouzity material
3.1.1 Chemikalie

Nasledujici seznam chemikalii je sefazen abecedné, je uvedeno jméno vyrobce.

B-merkaptoethanol Carl Roth
ampiCiling Sigma-Aldrich
azid SOANY Sigma-Aldrich
bromfenolovd mod¢ Sigma-Aldrich
CItTAt SOANY PENTA
Coomassie Briliant Blue R 250, CBBR250 SIGMA
dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného PENTA
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného PENTA
dihydrogenfosfore¢nan draselny . PENTA
1,4-dithiothreitol, DTT Carl Roth
dodecylsulfat sodny, SDS Sigma-Aldrich
ethanol PENTA
ethylendiamintetraoctova kyselina, EDTA Carl Roth
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth
QIUKOSA PENTA

I COION LACH:NER
hydroxid draselny LACH:NER
hydroxid sodny LACH:NER
chlorid amonny PENTA
chlorid draselny LACH:NER
chlorid sodny LACH:NER
chlorid Vapenaty LACH:NER
imidazol Carl Roth
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid, IPTG____ . Sigma-Aldrich
ISOProPaNOl PENTA
kyselina chlorovodikova LACH:NER
kyselina OCtOVa LACH:NER

Y SOZYM Carl Roth
methanol PENTA
médium Luria-Bertani, LB._____.....~~~ Carl Roth

N, N, N’, N’-tetraethylendiamin, TEMED Carl Roth
persulfat amonny Sigma-Aldrich

vyrobena Dr. Obsilovou

Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free SIGMA
Rotiphorese Gel 30, smés akrylamidu a bisakrylamidu 37,5:1 Carl Roth
stran hotecnaty LACH:NER
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siran nikelnaty

thiamin-hydrochlorid

3.1.2 Ptistroje

analytické vahy EG420-3NM
centrifuga 5804R
centrifuga Z323K
centrifuga Sigma 8K
FPLC Frac-900 a INV-907
inkubator HT Multitron

magnetické michacky VARIOMAG
NMR spektrometr Avance 111
peristaltickd pumpa Ecoline
pH metr JENWAY 3505
sada na elektroforézu

spektrofotometr Agilent 8453
vortex Zx3

3.1.3 Laboratorni pomucky

automatické pipety
centrifugacni kyvety
Color Burst standard na SDS-PAGE
Chelating Sepharose Fast Flow
dialyza¢ni membréna_______
filtry SPARTAN13/0,45RC__ .
kolona Superdex 75 (10/300GL)
koncentratory Amicon Ultra
kifemenné kyvety

laboratornisklo
mikrozkumavky
nylonové filtry
SP sepharose

tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS

MAXT

PENTA
Carl Roth
Carl Roth

KERN

Eppendorf

HERMLE labortechnik
SIGMA

Amersham Biosciences
Infors

Thermo Scientific
Bruker

Ismatec

P-LAB

BioRad

Cole-Parmer

Agilent Technologies
Velp Scientifica
Scientific Industries

Eppendorf

Carl Roth

BioRad

GE Healthcare

Carl Roth

Whatman

Amersham Bioscienes
Millipore

Agilent Technologies
Simax

P-LAB

Whatman

Amersham Biosciences
B. Braun

Axygen

18



3.2  Exprese FOX0O3-DBD

3.2.1 Exprese v LB médiu

Z glycerolové konzervy bakterii E. coli BL21(DE3), obsahujici gen pro
FOXO3-DBD (aminokyseliny 156-275) v plasmidu pGEX-GP-1, bylo odebrano po 5 ul do
zkumavek s 5 ml tekutého LB média obsahujicich ampicilin o koncentraci 100 pg/ml. Byly
ptipraveny tfi dvoulitrové Erlenmayerovy bang, obsahujici jeden litr sterilniho LB média
(tabulka 3.1). Do kazdé 2 | Erlenmayerovy bané¢ byl ptidan ampicilin tak, aby jeho
koncentrace byla stejna jako v ockovacich médiich, tedy 100 pg/ml a poté bylo pfidano 5
ml kultury z ptedchoziho kroku. Erlenmayerovy ban¢ byly inkubovany pii 37°C za stalého
ttepani rychlosti 200 RPM, dokud se opticka densita pii vinové délce 600 nm nerovnala
hodnoté 0,8, poméfovano s ¢istym médiem jako slepym vzorkem. V tuto chvili byla teplota
V inkubatoru snizena na 20°C a nasledovala indukce exprese proteinu FOXO3 ptidanim

1 ml 0,5M IPTG (vysledna koncentrace tedy byla 0,5mM).

Tabulka 3.1:

LB médium: 1000 ml
trypton 10g

NaCl 10¢g
kvasinkovy extrakt 59

H,0O doplnit do 1l

3.2.2 EXxprese V minimalnim médiu

Pracovni postup je stejny jako u exprese v LB médiu s tim rozdilem, Ze misto LB
média je pouzito médiu minimalni (tabulka 3.2, str. 20). Do jednoho litru tohoto média
bylo pfidano 10 ml bakteridlni kultury. Tuto bakteridlni kulturu bylo pfedtim nutné
oplachnout od piivodniho LB média pomoci centrifugace (4000xg, 3 min, 4°C) a trojitého
promyti vzorkli v 5 ml minimdlniho média. Pti expresi ve znaCeném médiu se pouzije N

znaceny chlorid amonny, jinak je postup stejny.
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Tabulka 3.2:

Minimalni médium: 1000 ml
Na,HPO4 7,5 g
KH,PO4 30
NaCl 0549
NH,4CI 1g

doplnéno deionizovanou vodou na 1 |, sterilizovano v autoklavu po vychlazeni jesté

ptidany tyto roztoky, filtrované ptes 0,22um filtr:

MgSO,

CaCl,

glukosa
thiamin-hydrochlorid

3.2.3 Centrifugace a lyze bunék

2 ml 1M roztoku
0,1 ml 1M roztoku
49

1 ml 1M roztoku

Kultury byly inkubovany pii 20°C a 200 RPM 12 h. Bakterialni kultury byly prelity

do jednolitrovych kyvet, vyvazeny a nasledné centrifugovany (4°C, 2600xg, 20 min).

Pelet, ve kterém byly obsazen bakterie, byl resuspendovan ve vychlazeném lyza¢nim pufru

(tabulka 3.3 a 3.4). Na resuspendaci peletu ze tii litrd bakterialni kultury bylo potieba 100

ml lyza¢niho pufru. Resuspendovany pelet byl zmrazen a uskladnén pfi teploté -80°C.

Tabulka 3.3:

Lyzaéni puft: 100ml
PBS 1x 10 ml 10xPBS (viz tabulka 3.4)
NacCl, vysledna koncentrace 1 M 5849
imidazol, vysledné koncentrace 2 mM 0,0136 g
B-merkaptoethanol, vysledna koncentrace 4 mM 27,8 ul
doplnéno deionizovanou vodou na 1 1

Tabulka 3.4:

PBS 10xkoncentrovany 1000 ml
NaCl 80 ¢
KCI 29
KH,PO4 2449
Na;HPO42H,0 14,49
NaN3 0,4 g

doplnéno deionizovanou vodou na 1 1 a pH upraveno na 7,4 pomoci 1M NaOH
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3.3 Purifikace FOX03-DBD
3.3.1 Sonikace

K rozmrazenym peletam o celkovém objemu piiblizné¢ 100 ml byl pfidan lysozym
(vysledna koncentrace 0,1 mg/ml) a nasledovala inkubace za stalého michani pii 4°C po
dobu 20 minut. Ke vzorku byl nasledné¢ piidan 1 ml roztoku inhibitorti proteas
SIGMAFAST Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free (1 tableta byla rozpusténa v
1 ml destilované vody) a 1 ml 100mM roztoku fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v
ethanolu (vysledna koncentrace 1 mM). Sonikace bunék probihala celkem 16 minut za
stalého chlazeni v ledové 1azni (v cyklech 15 s sonikovani stfidané 45 s klidu) pti vykonu
55W. Po sonikaci byla smés nakonec 45 minut centrifugovana pii 4°C a 24000xg. Protein

byl obsazen v supernatantu.

3.3.2 Niklova chelata¢ni chromatografie

Niklova chelatacni chromatografie je metoda vyuzivajici afinity nikelnatych iontt
pevné ukotvenych na nosi¢i kolony k histidinu, aminokyseliné¢ obsazené v proteinech.
Histidin obsahuje imidazolovy kruh, s jehoz dusikem nikelnaté ionty tvoii koordina¢né
kovalentni vazbu. Aby se dosahlo co nejlepsi vazby purifikovaného proteinu a omezila se
kontaminace kolony nezadoucimi proteiny, do sekvence proteinu se zavede takzvana
histidinova kotva — His-tag. Tato kotva je zakdédovana na konci proteinu v plazmidu a
spole¢né s nim je exprimovana. Obsahuje Sest za sebou jdoucich histidinli, coz podstatné
zvySuje afinitu  purifikovaného proteinu K nikelnatym iontim. Tento kratky
aminokyselinovy usek vétSinou nenarusuje strukturu proteinu, i pfesto je ale po pouziti

nakonec odstépen.

Chelata¢ni chromatografie se provadi pomoci kolony obsahujici 5 ml Chelating
Sepharose Fast Flow nosic¢e. Nejdiive se kolona promyje podle nasledujiciho navodu (za
pouziti peristaltické pumpy): 20 ml deionizované vody, 15 ml STRIPP, 60 ml 0,1 M
roztoku NiSO4 15 ml deionizované vody a nakonec 15 ml pufru 1 pro chelata¢ni

chromatografii.

Pro vazbu proteinu s histidinovou kotvou na nosi¢ byl pouzit vsadkovy zpisob pii

teploté 4°C. Po zachyceni proteinu byly nejdiive odstranény nespecificky vazané proteiny
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pomoci nasledujicich roztokti: 20 ml pufru 1 pro chelata¢ni chromatografii (tabulka 3.5) a
300 ml smési pufrti 1 a 2 pro chelata¢ni chromatografii v poméru 9:1 (66 mM). Nakonec
byl gravitaéné eluovan protein 20 ml pufru 2 pro chelata¢ni chromatografii (tabulka 3.6)
s vysokym obsahem imidazolu, ktery kompetuje s histidinovou kotvou o vazbu na
nikelnaté ionty. Eluovany protein byl jiman po 1,5ml frakcich umisténych na ledu a vyskyt
proteinu Vv téchto frakcich byl monitorovan pomoci SDS-PAGE na 15% gelu (kapitola
3.3.6). Vzdy bylo pouzito 10 ul proteinového standardu. Z frakci bylo odebrano 10 pl a
smichano s 5 ul vzorkovaciho pufru (kapitola 3.3.6) a vzorky byly kratce zahiaty na
100°C.

Kolona byla nakonec regenerovana promytim podle nasledujiciho postupu: 30 ml
STRIPP (tabulka 3.7), 20 ml deionizované vody a 15 ml 20% ethanolu. Nakonec bylo

piilito tolik 20% ethanolu, aby byl cely nosi¢ ponofen, kolona byla uzaviena z obou stran a

uskladnéna pro dalsi pouziti pii teploté 4°C.

Tabulka 3.5:

Pufr 1 pro chelatacni chromatografii 500 ml

PBS 1x 50 ml 10xPBS
NacCl, vysledna koncentrace 0,5 M 1469
imidazol, vysledné koncentrace 1 mM 0,035¢
B-merkaptoethanol, vyslednd koncentrace 2 mM 69,5 uM
Tabulka 3.6:

Pufr 2 pro chelatacni chromatografii 500 ml

PBS 1x 50 ml 10xPBS
NaCl, vysledna koncentrace 0,5 M 50 ml 5 M NaCl
imidazol, vysledna koncentrace 0,6 M 10,2 g
B-merkaptoethanol, vysledna koncentrace 2 mM 69,5 uM
Tabulka 3.7:

STRIPP 450 ml

EDTA, 0,5M (pH=8) 300 ml

NaCl, 5M 150 ml
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3.3.3 Dialyza

Dialyza je metoda, pii které se od sebe odd€luji molekuly na zakladé jejich
velikosti a prostupnosti membranou po koncentracnim spadu do okolniho roztoku. Pouzita

dialyzaéni membrana propousti Castice s molekulovou hmotnost mensi nez pfiblizné

6-8kDa (cut-off 6000-8000 Da).

Frakce z niklové chelata¢ni chromatografie, které podle SDS-PAGE obsahovaly protein,
byly spojeny a prepipetovany do dialyza¢niho stteva. Po dvou hodinach dialyzy byla
zméfena absorbance, podle Lambert-Beerova (A=gxcx1, kde A je absorbance pii 280 nm,
I délka kyvety vcm a ¢ koncentrace roztoku) byla vypoctena koncentrace a piidano
piislusné mnozstvi Precission proteasy (PP). 10 jednotek (U) PP specificky rozstépi 1 mg
fuzniho proteinu, pficemz 1 U PP odpovida 0,33 ul. Tato proteasa odstépila GST i
N-termindlni histidinovou kotvu, které jsou soucasti fuzniho proteinu koédovaného v
plazmidu pGEX-6P-1. Dialyza probihala proti 1 1 dialyza¢niho pufru 1 (tabulka 3.8).
Abychom mohli nasledujici den chromatografii na katexu, po prvni dialyze (8h)
nasledovala jesté jedna, proti pufru na kationtové vyménnou chromatografii, po dobu 16h.

Dialyzacni pufry v tabulkach 3.8 a 3.9.

Tabulka 3.8:

Prvni dialyza¢ni pufr odméfené mnozstvi
10% (w/v) glycerol 100 g

TRIS, 20 mM, pH 7,5 20ml IM TRIS pH 7,5
EDTA, vysledna koncentrace 1 mM 2ml0,5MEDTA
DTT, vysledna koncentrace 1 mM 0,154 ¢g

doplnéno deionizovanou vodouna 1 1

Tabulka 3.9:

Pufr 1 na kationtové vyménnou chromatografii odméfené mnozstvi
kyselina citrénova, vysledna koncentrace 50 mM 1059

EDTA, vysledna koncentrace 2 mM 2ml0,5MEDTA
DTT, vysledna koncentrace 2 mM 0,319

doplnéno deionizovanou vodou na 1 1, upravit pH na 6,3 pomoci 1M NaOH, ptefiltrovano
pfes membranovy filtr s 0,45 pm sitem
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3.3.4 Kationtové vymeénna chromatografie

Kationtova vyménna chromatografie je metoda, kterd se obecné pouziva k separaci
castic nesoucich kladny ndboj. Podstatou separace je elektrostaticka interakce kladné
nabitych Céastic s negativné nabitou matrici SP sepharosy, kterou je naplnéna
chromatograficka kolona. Kolona je ekvilibrovana pufrem 1 pro kationtové vyménou
chromatografii (tabulka 3.9, strana 23). Po naneseni proteinu FOXO3-DBD (teoreticka
hodnota pl FOXO3-DBD je 10,24) na kolonu se na ni tento protein navaze, protoze pti
daném pH 6,3 (druhy dialyzac¢ni roztok) ma kladny naboj. Teoreticka hodnota pI odstépené
GST domény je 5,73; tedy ma v dialyzacnim pufru zdporny naboj a na nosi¢ se nenavaze.
Kationtové vyménna chromatografie probiha na koloné¢ MonoS 5/50 (primér/délka kolony
vmm) o objemu 1 ml (maximalni pfipustny tlak na kolonu je 4MPa). Kolona byla
piipojena k pfistroji AKTAprime pro FPLC. Vystupni data byla analyzovana programem
Unicorn 4.11.

Pied kationtovou vyménou byl dialyzovany vzorek i pouzivané pufry piefiltrovany.
Po navazani proteinu na kolonu byl eluovan gradientem iontové sily pomoci pufru 2
(tabulka 3.10) na kationtové vyménnou chromatografii (0 — 100%, b&hem 10-20 min,
rychlost pritoku 1 ml/1 min) a jednotlivé frakce jimany do mikrozkumavek (pocet se lisi u
kazdé purifikace, ale celkovy objem spojenych frakci obsahujici protein byl vzdy piiblizné
10 ml). Vlastnosti eluatu byly méteny v usti kolony, dale byly pouzity vSechny frakce
obsahujici protein (méfena konduktivita, absorbance pti 280 nm a tlak). Absorbance ve
spojenych frakcich byla zméfena experimentalné a byla stanovena koncentrace proteinu
podle Lambert-Beerova vztahu (A=gxcxl). Molarni absorpéni koeficient byl vypocten
teoreticky z primarni sekvence proteinu pomoci programu ProtParam v databazi

UniProt.™

Tabulka 3.10:

Pufr 2 na kationtové vyménnou chromatografii odméfené mnozstvi
kyselina citronova, vysledna koncentrace 50 mM 1059

EDTA, vysledna koncentrace 2 mM 2ml0,5MEDTA
DTT, vysledna koncentrace 2 mM 0,31g

NaCl, vysledna koncentrace 1 M 58,49

doplnéno deionizovanou vodou na 1 |, upravit pH na 6,3 pomoci 1M NaOH, ptefiltrovano
pfes membranovy filtr s 0,45 pm sitem
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3.3.5 Gelova permeacéni chromatografie

Tato metoda je hojné vyuzivana k déleni latek podle jejich hydrodynamického
poloméru. Kolona obsahuje castice porézniho gelu, pokud mozno vSechny o stejné
velikosti portl, a &astice obsazené v roztoku se na ni rozdéli. Céstice s velkym
hydrodynamickym polomérem putuji gelem mezi jeho casticemi a nejsou jim pfilis
brzdény, projdou tedy rychleji nez ¢asti s mensim hydrodynamickym polomérem, které se
dostanou do pori v &asticich gelu. Cim je kolona delsi a pory gelu drobnéjsi, tim lepsi je
rozdéleni prochazejicich latek. Protichidnym déjem je difuze, kterd pii pfili§ malé
velikosti prochazejicich cCastic a c¢astic gelu zpomalujicich priichod kolonou ptilis
interferuje a znehodnocuje vysledky. Pro purifikaci proteinu byla pouzita kolona Superdex
75 10/300 (primer/délka kolony v mm) o objemu 24 ml (maximalni pfipustny tlak na
kolonu je 1,8MPa). Kolona byla ptipojena k piistroji AKTAprime pro FPLC. Vystupni

data byla analyzovana programem Unicorn 4.11.

Eluat z kationtové vyménné chromatografie byl zakoncentrovan na objem 1,5 ml
pomoci centrifugace pii 1620xg v koncentraéni zkumavce s membranou (MWCO 10 kDa,
4°C). Kolona byla pfed pouzitim ekvilibrovana piefiltrovanym pufrem pro gelovou
permeacni chromatografii (tabulka 3.11). Pfi purifikaci >N znageného proteinu FOXO03
byl pouzit piefiltrovany fosfatovy pufr (tabulka 3.12, strana 26). Proteinovy koncentrat byl
filtrovan ptes 0,45 pum filtr a nadavkovan na kolonu. Frakce obsahujici protein byly jimany
do mikrozkumavek. Vysledna molarni koncentrace proteinu byla ur¢ena pomoci Lambert-

Beerova zakona (A= gxcxl). Protein byl nakonec zmrazen a skladovan pii -80°C.

Tabulka 3.11:

Ekvilibra¢ni pufr pro gelovou permea¢ni chromatografii odméfené mnozstvi
10% (w/v) glycerol 100 g

TRIS, vysledna koncentrace 50 mM 50 ml 1M TRIS pH 6,8
NaCl, vysledna koncentrace 100 mM 58449

EDTA, vysledna koncentrace 1 mM 2ml0,5M EDTA
DTT, vysledna koncentrace 2 mM 0,31g

doplnéno chlazenou deionizovanou vodou na 1 |
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Tabulka 3.12:

Fosfatovy pufr odmétené mnozstvi
NaH,PQO,4:2H,0, vysledna koncentrace 13,7 mM 2,137 ¢
Nay;HPQO,4-12H,0, vysledna koncentrace 6,3 mM 2,253 ¢
KCl, vysledna koncentrace 50mM 3,730 g
DTT, vysledna koncentrace 5 mM 0,308 g

doplnéno chlazenou deionizovanou vodou na 1 1

3.3.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS

Elektroforetické metody obecné slouZzi k déleni nabitych ¢astic v elektrickém poli.
Jejich rychlost je ptfimo umérna velikosti jejich nédboje a nepfimo imeérnd velikosti ¢astic.
Pti elektroforéze provadéné v gelu se Castice navic déli 1 gelovou filtraci, pficemz je
rychlost prichodu ¢astic gelem urcena velikosti a tvarem castic. Pro d€leni proteinti podle
jejich velikosti a vlastné i molekulové vahy se pouziva metoda SDS-PAGE. Elektroforéza
SDS-PAGE vyuziva porézni polyakrylamidovy gel jako dé¢lici médium a proteiny jsou
v tomto pripadé obaleny denatura¢nim ¢inidlem dodecylsulfatem sodnym (SDS), které se
nespecificky vaze na veskery dostupny povrch proteinu a ud€luje mu tedy uniformni
zaporny naboj (tabulky 3.13-18, str. 27-28). Elektrické pole v tomto piipadé slouzi pouze
jako hnaci sila, ktera nuti proteiny proplétat se gelem v urcitém sméru. VE&tsi proteiny maji
sice vetSi ndboj, ale jsou také vice brzdény odporem prostiedi, doputuji tedy za stejnou
dobu do mensi vzdalenosti nez proteiny krat$i. Pfi pouziti vhodnych kalibrantt (proteinii o
znam¢é molekulové hmotnosti) mizeme ptiblizné urcit molekulové hmotnosti proteina

podle mobility v gelu.

Po kazdém dil¢im kroku, tedy po niklové chelatacni chromatografii, iontové
vyménné chromatografii a gelové permeacni chromatografii byly odebrany z kazdé jimané

frakce vzorky, které byly upraveny podle nasledujiciho navodu a podrobeny elektroforéze
v SDS-PAGE (v§echny 185 V, 50 min, 15% (v/v) polyakrylamidovy gel).

Ke kazdému vzorku (10 pl) bylo pfidano stejné mnozstvi pufru pro ptipravu vzorku
(5 ul) a mikrozkumavky s touto smési byly kratce inkubovany piti teplot¢ 100°C. Do

prvniho jamky gelu byl vzdy pipetovan standard molekulovych vah Precision Plus Protein
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Standard Dual Color, obsahujici smés proteini o molekulovych hmotnostech 10, 15, 20,
25, 37, 50, 75, 100, 150 a 250 kDa.

Po ukonceni elektroforézy byla provedena vizualizace proteint v gelu po dobu 15
minut v barvicim roztoku (tabulka 3.19, str. 28). Poté byly gely odbarvovany
v odbarvovacim roztoku (tabulka 3.20, str. 28). Odbarvovaci roztok byl jednou az dvakrat
obménén, aby se proces urychlil. Vysledkem byly odbarvené gely s jasné viditelnymi

prouzky proteint, které ztstaly obarveny.

Tabulka 3.13:

Pufr pro pfipravu vzorku

pipetovany objem

TRIS

50% glycerol

10% SDS
-merkaptoethanol

1% bromfenolova modf
deionizovana voda

Tabulka 3.14:

Slozeni separa¢niho gelu

0,6 ml 1M, pH =6,8
5ml

2ml

0,5ml

1ml

0,9 mi

pipetovany objem

Pufr pro separacni gel
Rotiphorese Gel 30
10% (w/v) APS
deionizovana voda
TEMED

Tabulka 3.15:

Pufr pro separacni gel

3ml

6 ml

0,1 mi
2,88 ml
0,012 ml

odméfené mnozstvi

2 M Tris-HCI, pH 8,8
10% SDS
deionizovana voda

75 ml
4 ml
21 ml
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Tabulka 3.16:

Slozeni zavadéciho gelu

pipetovany objem

Pufr pro separacni gel
Rotiphorese Gel 30
10% (w/v) APS
deionizovana voda
TEMED

Tabulka 3.17:

Pufr pro zavadéci gel

1ml
0,5ml
0,045 mi
2,25 ml
0,005 mi

odméfené mnozstvi

1 M Tris-HCI, pH 6,8
10 % SDS
deionizovana voda

Tabulka 3.18:

Pufr pro elektroforézu

50 ml
4 ml
46 ml

vysledna koncentrace

TRIS-HCI, pH 8,3

glycin
SDS

Tabulka 3.19:

Barvici roztok

50 mM
385 mM
0,1%

odméfené mnozstvi

CBB R250

methanol

kyselina octova

doplnéno deionizovanou vodou na 1 |

Tabulka 3.20:

Odbarvovaci roztok

lg
450 ml
100 ml

odméfené mnozstvi

methanol
kyselina octova
doplnéno deionizovanou vodou na 1 |

100 ml
100 ml
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3.3.7 Nuklearni magnetickd rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je cCasto pouzivana spektroskopicka
metoda, ktera vyuziva principu rezonance jadernych spint a vnéj$iho elektromagnetického
zateni. Nukleony v jadie maji tendenci parovat své spiny, stejné¢ jako elektrony, a tedy
jadra se sudym pocétem protontl i neutronii maji celkovy spin 0, pokud maji jednu skupinu
nukleonti lichou, pak maji polociselny spin a pokud maji liché ob¢é skupiny, maji spin
celoCiselny. NMR se da pouzit pouze u jader s nenulovym spinem, protoze v Silném
magnetickém poli dochdzi k rozstépeni energetickych hladin. Elektromagnetickym pulsem
se jadra excituji na vysSi hladinu a pifi nasledné relaxaci se uvoliluje méfitelné
elektromagnetické zafeni. Rozstépeni hladin je zavislé na stinéni daného jadra jeho okolim,
coZz umoziuje studium struktury molekul vcetné molekul proteinti. Pfi métfeni
proteinovych spekter je tfeba pouzit NMR spektrometr s velmi silnym magnetickym
polem, protoze tato spektra jsou tak slozitd, ze je tfeba vysSiho rozliSeni nez u
jednoduchych molekul. NMR spektrometr pouzity pro zde popsany pokus pracoval na
vodikové frekvenci 600 MHz.

Pro méfeni spekter proteini pomoci NMR je dulezité, aby vzorek proteinu
obsahoval atomy *°N anebo '*C, které jsou NMR aktivni a maji dostatecnd vysoky
gyromagneticky pomér. V této praci popsany vzorek byl znageny "N a 'H. Problémem
jader 'H je, Ze je ptitomny i v okolni vodé a spektrum takového vzorku by nebylo mozno
interpretovat, protoze signal vody by byl o tolik siln€j$i nez signal proteinu, ktery bychom
pak nemohli odlisit od Sumu. Z tohoto divodu se do vzorku pfidava tézka voda (D0),
ktera umoziuje spektrometru potlaéit signal vody a ve spektru se zobrazi pouze vodikovy
signal z rozpusténych latek.””®! Pro naméfeni *H - N HSQC spektra pomoci NMR bylo
nutné vzorek zakoncentrovat pomoci koncentratoru na objem 700 pl, aby byla co nejvyssi
koncentrace proteinu. Vzorek musel obsahovat 10% D,0. K 700 ul vzorku bylo pfidano
80 ul D20. Pro méfeni byl pouzit NMR spektrometr Bruker Avance III. Potlaceni signalu

vody bylo provedeno metodou watergate.
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4 VYSLEDKY

4.1 Purifikace FOX03-DBD

Pti purifikaci FOXO3-DBD dochazi k proteolytické degradaci, a proto bylo nutné
optimalizovat purifikaci tak, aby byl ziskany protein co nejCist§i. Byla provedena série
purifikacnich krokt v potadi, jak jsou zde zapsany, jejichz vysledkem byl roztok proteinu
dostate¢n¢ Cisty, aby bylo mozné s nim déle pracovat. Vysledky kazdého dil¢iho kroku
byly kontrolovany pomoci elektroforézy v 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu v prostiedi
SDS. Pouzity standard byl u vSech gelu stejny, Precision Plus Protein Standards (BioRad),
obsahujici proteiny o molekulové hmotnosti 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 a 10 kDa.
Kationtové vyménna a gelova permeacni chromatografie byly provedeny pomoci FPLC
(AKTA, Amersham Biosciences). Nasledujici obrazky geli z SDS-PAGE nazorné
ukazuji rozdily mezi jednotlivymi purifikacemi. Gely jsou sefazeny tak, jak po sobé

purifikace ve skute¢nosti probihaly.

Jako idedlni se ukazaly purifikace ze tfi litrii bakteridlni kultury. V ptipadé
kultivace na minimalnim médiu bylo z divodu niz§iho vytézku proteinu nutné provadet
purifikace z Sesti litrti. V tomto ptipadé potieba rozdé€lit sonikat na dvé poloviny a provést
dvé oddélené niklové chelatacni chromatografie. Dalsi postup byl standardni. Pro ptipravu
proteinu pro NMR méfeni byl pouzit fosfatovy pufr (tab. 3.12, str. 26) a protein jiz nebyl

pied vlastnim NMR méfenim zamrazovan.

4,1.1 Prvni purifikace z LB média

Exprese byla provadéna z 3 | bakterialni kultury kultivované v LB médiu. Nasledna
purifikace probihala v péti dnech. Po niklové chelatacni chromatografii, odstépeni GST
kotvy (obr. 4.1, str. 32) a nasledné dialyze byl vzorek zamrazen. Po opétovném rozmrazeni
byla provedena kationtové-vyménnd chromatografie a gelovd permeacni chromatografie
(obr. 4.2, str. 32). Prvni purifikaci bylo ziskano ze tfi litrd bakterialni kultury celkové
mnozstvi 3,36 mg proteinu. Jak je patrné z obrazku 4.2 (str. 31), dochazi pravdépodobné
v disledku zmrazeni vzorku po chelataéni chromatografii K proteolytické degradaci
proteinu. Z tohoto divodu byl purifikaéni protokol upraven a byly minimalizovany
prodlevy.
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(v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah, dale frakce 2 — 10 eluované z niklové chelata¢ni chromatografie
v uvedeném pofadi (vlevo) a vzorek pied a po S$tépeni fazniho proteinu FOXO3-
DBD+GST pomoci PP (vpravo).

VD RO XOS 15112013 507500110 V1

BOm — —YDFOXD3 15112013 SETE001 10 Sgcwes
T

110 L o,

15

8
15
o

10

18

19

20 21 22 23 24 25 26

1 l.l:l:l:l:l-lvl;l.ﬁl;l.l.l:l:l—:l--l»:lu[.:‘sl:. P P P P P

-

Obr. 4.2: Profil z gelové permeaéni chromatografie. Na ose x je vynesen elu¢ni objem, na
ose y absorbance pii naméfené vinové délce 280 nm. Mobilni fizi tvofil prefiltrovany pufr
(slozeni viz tab. 3.11, str. 26), rychlost prutoku byla 0,5 ml/min. 15 % (v/V)
polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce 18-26 obsahujici
protein. Na gelu je dobie vidét frakce degradaénich produktu.
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4.1.2 Druhi purifikace z LB média

Vzhledem k nevyhovujicimu vytézku a proteolytické degradaci prvni purifikace
bylo nutno provadét purifikaci co nejrychleji, pouze ve dvou dnech. Exprese byla
provadéna z 3 1 bakteridlni kultury kultivované v LB médiu. Sonikace a niklova chelata¢ni
chromatografie byla provedena v jednom dni (obr. 4.3). Po dialyze a odstépeni GST kotvy
byla hned nasledujici den provedena jak kationtové-vyménna chromatografie (obr. 4.4-4.5,
str. 33-34), tak i gelova permeacni chromatografie (obr. 4.6, str. 34). Druhou purifikaci
bylo takto ziskano pfiblizné 9 mg proteinu, tedy trojnasobné mnozstvi oproti minulé
purifikaci. Jak ilustruje obrazek 4.6, doslo také k vyraznému potlaceni proteolytické

degradace vzorku. Z tohoto diivodu byl tento postup pouZit i pfi pripravé >N zna&eného

proteinu.
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Obr. 43: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), dale vzorek peletu (druhy sloupec) a supernatantu (tieti
sloupec), frakce 2 — 14 eluovanych z niklové chelata¢ni chromatografie v uvedeném

T
poradi.
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Obr. 4.4: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), dale vzorek fuzniho proteinu FOXO+GST (druhy
sloupec), stav po §té€peni PP (tfeti sloupec) a dale frakce Cislo 12-44 z Kationtové vyménné
chromatografie, které obsahovaly protein FOXO3.
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Obr. 4.5: Detail profilu z kationtové vyménné chromatografie, modra kiivka znazornuje
absorbanci a hnéda konduktivitu na tsti kolony. Na ose x je vynesen elu¢ni objem, na ose
y absorbance pii naméfené vinové délce 280 nm. Eluce byla provadéna gradientem NaCl
(o celkovém objemu 20 ml) v pufrech 1 a 2 pro kationtové-vyménnou chromatografii
tab. 3.9-3.10, str. 23-24) s rychlosti pratoku 1 ml/min.
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Obr. 4.6: Gelové permeacni -éhromatograﬁe. Na ose x je vynesen elucni Efbjem, na ose y
absorbance pfi namétfené vinové délce 280 nm. Mobilni fazi tvoril prefiltrovany pufr
(sloZzeni viz tab. 3.11, str. 26), rychlost pratoku byla 0,5 ml/min. 15 % (v/v)
polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a frakce 15-23 obsahujici
protein. Na gelu je vidét, Ze proteolyticka degradace je mensi nez pti pfedchozi purifikaci.
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4.1.3 Purifikace z minimalniho média

Pro piipravu proteinového vzorku 100% znageného izotopem N bylo nutné
nejdiive otestovat kultivaci bakterii E. coli v minimalnim médiu. Exprese byla provadéna
z 3 1 bakterialni kultury kultivované v minimdlnim médiu. Nasledné purifikace probihala
opét co nejrychleji, pouze ve dvou dnech. Sonikace a niklova chelata¢ni chromatografie
byla provedena v jednom dni (obr. 4.7). Po dialyze a odstépeni GST kotvy byla hned
nasledujici den provedena co nejrychleji jak kationtové-vyménna chromatografie (obr. 4.8-
4.9, strana 35-36), tak i gelova permea¢ni chromatografie (obr. 4.10, strana 36). Touto

purifikaci bylo ziskano pfiblizné 2 mg proteinu.
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Obr. 4.7: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), dale vzorek peletu (druhy sloupec) a supernatantu (tfeti
sloupec), frakce 2 — 20 eluovanych z niklové chelata¢ni chromatografie v uvedeném potadi

(levy gel). Gel vpravo obsahuje vzorek pfed a po Stépeni fuzniho protienu
FOXO3-DBD+GST pomoci PP.
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Obr. 4.8: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), déale frakce cislo A7-B3 z kationtové vyménné
chromatografie, které obsahovaly protein FOXO3.
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Obr. 4.9: Detail profilu z kationtové vyménné chromatografie, modra kiivka znazornuje
absorbanci, hnéda konduktivitu. Na ose x je vynesen elué¢ni objem, na ose y absorbance
pi1 naméfené vinové délce 280 nm. Eluce byla provadéna gradientem NaCl (o délce
15 ml) v pufrech 1 a 2 pro kationtové-vyménnou chromatografii (slozeni viz. tab. 3.9-3.10,
str. 23-24) s rychlosti prutoku 1 ml/min.
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Gelova permeac¢ni chromatografie, modra kiivka znazoriiuje absorbanci. Na ose

X je vynesen eluéni objem, na ose y absorbance pfi naméfené vlnové délce 280 nm.
Mobilni fazi tvofil prefiltrovany pufr (slozeni viz tab. 3.11, str. 26), rychlost prutoku byla
0,5 ml/min. 15 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard molekulovych vah a
frakce A12-B8 obsahujici protein.
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4.1.4 Purifikace N zna¢eného proteinu

K ziskani dostate¢ného mnozstvi proteinu pro NMR méfeni byla exprese provedena
Z 6 1 bakterialni kultury kultivované v minimalnim médiu, tedy z dvojnasobného mnozstvi.
Nasledna purifikace probihala opét co nejrychleji, pouze ve dvou dnech. Pro dosaZeni
maximalniho vytézku byl vzorek na sonikaci rozdélen do dvou ¢asti a sonikovan postupné.
Cistota proteinu po niklové chelataéni chromatografii je vidét na obrazku 4.11. Profil a gel
zZ kationtové-vymeénné chromatografie je zobrazen na obrazku 4.12-4.13 (str. 38). Gelova
permeacni chromatografie byla provedena ve fosfatovém pufru pH 6,5 (obr. 4.14, str. 39) a
protein jiz nebyl pfed vlastnim NMR méfenim, které probihalo hned nasledujici den,
zamrazen. Touto purifikaci bylo ziskano ptiblizné 5,6 mg proteinu 0 koncentraci 2,8
mg/ml (190 uM), tedy dostatecné mnozstvi pro NMR méfeni. Jak ilustruji obrazky 4.13 a
4.14 (str. 37-38), dvojnasobny objem kultivaéniho média piinesl vétsi mnozstvi
exprimovaného proteinu. Bohuzel dochéazelo 1 k vétsi kontaminaci, ktera v disledku vede
ke zvySené proteolytické degradaci ziskaného proteinu. Nicméné relativni pomér

degradacnich produktii umoznuje vyuzit vzorek pro NMR méteni.
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Obr. 4.11: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), dale vzorek supernatantu (druhy sloupec) a peletu (tfeti
sloupec), frakce 3 — 9 eluovanych z niklové chelata¢ni chromatografie v uvedeném potadi

(levy gel). Gel vpravo obsahuje vzorek pied a po Stépeni fuzniho proteinu
FOXO3-DBD+GST pomoci PP.
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Obr. 4.12: 15 % (v/v) polyakrylamidové gely z SDS-PAGE obsahujici standard
molekulovych vah (prvni sloupec), déale frakce cislo A6-B2 z kationtové vyménné
chromatografie, které obsahovaly protein FOXO3.
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Obr. 4.13: Detail profilu z kationtové vyménné chromatografie, modra kiivka znazornuje
absorbanci, hnédad konduktivitu. Na ose x je vynesen elu¢ni objem, na ose y absorbance
pfi naméfené vinové délce 280 nm. FEluce byla provddéna gradientem NaCl (o délce
15 ml) v pufrech 1 a 2 pro kationtové vyménnou chromatografii (sloZeni viz. tab. 3.9-3.10,
str. 23-24) s rychlosti prutoku 1 ml/min.

37



mAu

1500

1000

T

1 250314 FOXO 3 (0]

20

15

10

VD gel 250314 FOXO2001:10 Cond

A12 B1 B2

B4 B5 B6

-~000T -

B7

[t | A2 |n3 | las | ae | A7] A8l A latolari]ata] 1 | ez 55 | oe ot Ise [o7 | 88 | 86

— VD qel 250314 FOXQ3001

1

0o

50

100

150

Obr. 4.14: Gelova permeacni chromatografie, modra kiivka znazornuje absorbanci. Na ose
x je vynesen elu¢ni objem, na ose y absorbance pfi naméfené vinové délce 280 nm.
Mobilni fazi tvofil piefiltrovany fosfatovy pufr o pH 6,5 (slozeni viz tab. 3.12, str. 26),
rychlost pritoku byla 0,5 ml/min. 15 % (v/v) polyakrylamidovy gel zobrazuje standard
molekulovych vah a frakce A12-B8 obsahujici protein.
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4.2  Nukledarni magneticka rezonance

Zobrazené spektrum 'H — ®N HSQC (heteronuclear single quantum corelation)
vzorku pripraveného pii purifikaci z >N obsahuje neagregovany protein s kompaktni
strukturou (Obr. 4.15). Vzorek obsahoval protein FOXO3-DBD o koncentraci 170 uM ve
vodném (90% H,0/10% D,0) fosfatovém pufru o pH 6,5. Méfeni probihalo ha NMR
spektrometru Bruker Avance Il s vodikovou frekvenci 600 MHz. Veskerou praci

S ptistrojem a vyhodnocovani spekter zastal RNDr. Zden¢k Tosner, PhD.
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4.15: 'H — N HSQC spektrum znageného FOXO3-DBD (modie), vykazuje velkou

podobnost se spektrem publikovanym Wang et al.? (zelens).
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5 DISKUSE

FOXO3-DBD je doménou FOXO3 transkripéniho faktoru zodpovédnou za vazbu
na DNA in vivo. Tento d&j je dulezity regulacni faktor, ktery buitkdm pomaha odolavat
oxida¢nimu stresu pomoci kontroly exprese ochrannych proteini. Funkce FOXO3 tedy
ovlivitiuje metabolismus, bunéénou proliferaci a senescenci a obecné i starnuti organismu

jako celku.

Cilem této prace bylo optimalizovat expresni a purifikacni protokol FOXO3 a
ptipravit znaceny protein pro dalsi pokusy s nizkomolekularnimi ligandy zkoumané
pomoci nuklearni magnetické rezonanéni spektroskopie. Puvodni protokol byl piejat
z ¢lanku Boufa et al.™, ale postupem prace byl nékolikrat upraven. Postupné byla exprese
a purifikace provedena étyfikrat. Poprvé po expresi v LB médiu s purifikaci provedenou
Vv prub&éhu péti dni se zmrazenim a uskladnénim ¢asteéné purifikovaného vzorku. Pokud
purifikace nebyla provedena dostatecné rychle, dochazelo ke znacné proteolytické
degradaci, vytézek byl nizky a vzorek obsahoval velké procento degrada¢nich produkti.
Poté opét na LB médiu, ale s purifikaci béhem dvou dni a zmrazenim a uskladnénim az
findlniho produktu. Proto byla purifikace zopakovana se zkracenou dobou na dva dny, coz
vyrazné zlepSilo kvalitu vzorku a umoznilo ziskani vyssiho vytézku CistSiho proteinu. Na
této purifikaci bylo také ovéfeno mnozstvi Precission proteasy potfebné pro dostate¢né
kvalitni odsStépeni GST a His-tagu od FOXO3-DBD, aby ve vzorku nezustaval

nerozstépeny komplex a nesnizoval se tak vytézek izolace.

Nasledna purifikace na minimalnim médiu byla koncipovana tak, aby se dodrzela
co nejkratSi moznd doba purifikace a zaroven aby se optimalizoval rist bakterii na
definovaném minimalnim médiu. Uéelem této purifikace bylo ovéfit, zda je mozné pouzit
izotopové znacené minimalni médium k expresi znaenych proteint. Exprese 1 purifikace
probéhla podle ocekavani, vytézek byl niz8i nez pii expresi na LB médiu, ale proteolyticka
degradace byla nizké. Niz8i vytézek byl zplisoben mensi bohatosti minimalniho média na
ziviny oproti LB médiu a tim zpisobenym zpomalenim rhstu bakterii, respektive

prodlouzenim lag faze a tedy oddalenim faze exponencialniho ristu.

Posledni provedena purifikace byla provedena na °N znateném médiu. Zdrojem
t&zkého izotopu dusiku byl NH4Cl. Z piedchozich purifikaci byly zjistény presné

podminky provedeni exprese i purifikace a pokus probéhl dle ocekdvani. Vytézek byl
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obdobny jako pii expresi a purifikaci z minimalniho média a hladina proteolytické

degradace byla nizka.

Nase naméfené "H-°N HSQC spektrum *°N-znageného FOXO3-DBD vykazuje
velkou podobnost se spektrem publikovanym Wang et al.[?4 (obr. 4.15, str. 39). To
ukazuje, ze ptipraveny znaceny FOXO3-DBD ma spravnou terciarni strukturu a mize byt
pouzit pro dalsi studie. Podobnost spekter také znaéné zjednodus$i sekvenéni pritfazeni
aminokyselinovych zbytki FOXO3-DBD stejn¢ tak, jako urychli strukturni studie
komplextt FOXO3-DBD s vybranymi slou¢eninami.

Nasledovat bude vyzkum vazebnych vlastnosti ptipraveného preparatu a
nizkomolekularnich ligandi pomoci NMR spektroskopie. Cilem tohoto vyzkumu je najit
specifické inhibitory FOXO3, které jsou zaroven jiz schvalené americkym tUfadem pro

kontrolu lé¢iv (FDA) a zjistit, zda jsou vhodné pro klinickou praxi.
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6 ZAVER

Hlavni stanoveny cil této bakalarské prace byl uspésné splnén. Byla dokoncena
optimalizace purifikatniho protokolu DNA-vazebné domény lidského forkhead
transkrip¢niho faktoru FOXO3(FOXO3-DBD) v bakteriich Escherichia coli. Protokol je
plné vyuzitelny pro ptipravu proteinu FOXO3 pro strukturni studie pomoci nuklearni
magnetické rezonance. Doba purifikaéniho procesu byla zkracena na dva dny, coz vedlo
K potlaceni proteolytické degradace. Bylo ukazano, ze protein FOXO3 je stabilni ve
fosfatovém pufru a ze tento pufr je vhodny pro NMR méfeni. Testovany purifikacni
protokol tedy wumozZnuje piripravu miligramovych mnoZstvi ¢istého stabilniho

neagregovaného proteinu FOXO3, ktery je vhodny pro dalsi NMR méfeni.
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