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Abstrakt 

 Tato doktorská práce se zabývá studiem interakcí lidského forkhead transkripčního 

faktoru FOXO4 s DNA a s regulačním proteinem 14-3-3. Hlavním cílem této práce byla 

detailní charakterizace interakce DNA-vazebné domény proteinu FOXO4 se dvěma 

kanonickými sekvencemi DNA a dále objasnění úlohy proteinu 14-3-3 v procesu regulace 

funkce FOXO4.  

 Transkripční faktory FOXO jsou účinnými aktivátory transkripce genů, čímž ovlivňují 

celou řadu buněčných procesů. Protein FOXO4 patří do rodiny forkhead transkripčních 

faktorů, což je skupina několika desítek proteinů, jejichž společným znakem je velmi 

konzervovaná DNA-vazebná doména. Podstata DNA-vazebné specifity těchto proteinů, 

tedy co přesně determinuje drobné odlišnosti ve vazebných vlastnostech jednotlivých 

forkhead proteinů, je i přes množství dostupných strukturních dat stále nejasné. Proto byla 

provedena detailní charakterizace interakcí mezi DNA-vazebnou doménou proteinu 

FOXO4 a DNA pomocí rezonance povrchového plazmonu (SPR) a časově-rozlišené 

fluorescenční spektroskopie. Výsledky této práce umožnily objasnit kinetický model 

vazby FOXO4 na DNA, charakterizovat konformační změnu FOXO4 při tvorbě 

komplexu s DNA a zároveň i vliv jednotlivých aminokyselinových zbytků na stabilitu 

komplexu FOXO4 s DNA.    

 Funkce proteinu FOXO4 je regulována prostřednictvím fosforylace a vazby proteinu 

14-3-3, který je svým charakterem regulátorem mnoha buněčných procesů. Detailní 

mechanismus této regulace je však stále nejasný. Protein 14-3-3 ovlivňuje transkripční 

faktory FOXO hned dvojím způsobem. Prostřednictvím přímé vazby na transkripční 

faktor FOXO dochází jednak k inhibici vazby FOXO na DNA a dále je touto interakcí 

překryta jaderná lokalizační sekvence (NLS), což brání transportu FOXO proteinů do 

jádra. Ke studiu interakce těchto dvou vazebných partnerů bylo použito rovněž metod 

fluorescenční spektroskopie. Pomocí časově rozlišené fluorescence přirozených či 

introdukovaných fluorescenčních sond bylo prokázáno, že při navázání proteinu 14-3-3 

dochází k ovlivnění několika částí DNA vazebného rozhraní FOXO4. Získané výsledky 

poukazují na to, že změny ve studovaných oblastech se dějí na základě přímého kontaktu 

struktur těchto dvou vazebných partnerů. Pro efektivní popis sledovaných změn jsme 

navrhli realistický strukturní model komplexu FOXO4:14-3-3 na základě šesti 

intermolekulárních vzdáleností získaných pomocí Försterova rezonančního přenosu 

energie. Tento model jasně ukazuje, že FOXO4 je umístěn hluboko uvnitř centrálního 

kanálu dimeru proteinu 14-3-3 a jeho DNA vazebné rozhraní je touto interakcí blokováno. 
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Abstract 

 This doctoral thesis deals with the interaction of human forkhead transcription factor 

FOXO4 with DNA and regulating 14-3-3 protein respectively. The main aim of this work 

was detailed characterization of interaction between DNA binding domain of protein 

FOXO4 with two canonical DNA sequences and further clarifying the role of the 14-3-3 

protein in the regulation of activity of protein FOXO4. 

 FOXO transcription factors are potent activators of the transcription of genes, which 

affect a variety of cellular processes. FOXO4 protein belongs to the family of forkhead 

transcription factor, which is a group of several tens of proteins, whose common feature 

is a highly conserved DNA-binding domain. Summary of the DNA binding specificity of 

these proteins, namely what precisely determines the small differences in the binding 

properties of individual forkhead proteins, despite the large amount of available structural 

data remains still unclear. Therefore, detailed characterization of interactions between 

DNA binding domain of the protein FOXO4 and DNA using surface plasmon resonance 

(SPR) and time-resolved fluorescence spectroscopy was performed. The results of this 

study allowed to clarify the kinetic model of FOXO4 binding to DNA as well as 

characterize both the conformational change of FOXO4 upon its binding to the target 

DNA and the importance of particular amino acid residues on the stability of the complex 

between FOXO4 and DNA. 

 The transcriptional function of FOXO4 is regulated by phosphorylation and binding 

of the 14-3-3 protein, which is by its nature regulator of many cellular processes. The 

mechanism of this regulation is still unclear. The 14-3-3 protein affects FOXO 

transcription factors in two ways. The complex formation inhibits FOXO4 binding to the 

target DNA and masks nuclear localization sequence (NLS), which consequently blocks 

the transport of FOXO proteins into the nucleus. Methods of fluorescence spectroscopy 

were used to study the interaction of these two binding partners. Time-resolved 

fluorescence of intrinsic as well as extrinsic fluorophores was used to show that the 

binding of the 14-3-3 protein affects multiple regions of the DNA binding interface of 

FOXO4. The results suggest that observed changes are induced by direct protein-protein 

interactions of these two binding partners. In addition, to better describe the interaction 

between these two proteins, a realistic structural model of the FOXO4:14-3-3 complex 

was constructed using six intermolecular distances obtained from Förster resonance 

energy transfer measurements. This model shows clearly that FOXO4 is located deep 

inside the central channel of the dimer of the 14-3-3 protein and its DNA binding interface 

is blocked by this interaction. 
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Seznam použitých zkratek 

A;C;T;G báze DNA - adenin,cytosin, tymin a guanin 

AA zkratka pro aminokyselinu 

ATP  adenosin trifosfát 

AU jednotky absorbance 

CD  cirkulární dichroismus 

dATP deoxy adenosin trifosfát 

DBD DNA vazebná doména  

dCTP deoxy cytosin trifosfát 

dGTP deoxy guanosin trifosfát 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

DNBE sekvence DNAznámá jako motiv vázající členy rodiny proteinů Daf-16  

DTT        1,4-dithiothreitol 

dTTP deoxy thymidin trifosfát 

E.coli     Escherichia coli 

EDTA       ethylediamintetraoctová kyselina  

et al. latinská zkratka "et alii", odpovídající českému "a kolektiv" 

FOX transkripční faktor z rodiny "forkhead box" 

FOXA transkripční faktor z rodiny "forkhead box", třída A 

FOXK transkripční faktor z rodiny "forkhead box", třída K 

FOXO transkripční faktor z rodiny "forkhead box", třída O 

FOXO       forkhead transkripční faktor 

FRET Försterův rezonanční přenos energie 

G1 přípravná fáze buněčného cyklu 

GST Glutathion-S-transferasa  

HPLC       vysoce účinná kapalinová chromatografie 

IPTG       isopropyl-ß-D-thiogalaktosid 

IRE sekvence DNA známá jako "insulin-responsive element" 

Ka asociační konstanta 

Kd disociační konstanta 

LB  Luria Bertani médium 

MALDI-TOF  hmotnostní spektrometrie s pouţitím ionizace laserem za přítomnosti 

matrice (MALDI) a detektorem doby letu (TOF) 

MLL mixed-lineage leukemia 

mRNA "messenger" ribonukleová kyselina 

MWCO parametr propustnosti dializační membrány z anglického "Molecular 

Weight Cut Off" 

NES jaderná exportní sekvence 

NLS jaderná lokalizační sekvence 

Obr. Obrázek 
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OD optická denzita 

PBS  fosfátový pufr se solí 

PCR  polymerasová řetězová reakce 

PDB datová banka proteinů 

pET-15b označení vektorů 

PMSF  fenylmethansulfonyl fluorid (inhibitor serinových proteas) 

RNA ribonukleová kyselina 

rpm  otáčky za minutu 

RU jednotky signálu 

SDS  dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE  vertikální akrylamidová elektroforéza v redukujícím prostředí 

dodecylsíranu sodného 

SPR metoda rezonance povrchového plazmonu 

SVD-MEM metodou maximální entropie  

TA transaktivační doména 

TBE  pufr obsahující Tris, kyselinu boritou a EDTA 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

TSCP metoda "Počítání fotonů" 

WT  nativní forma rekombinantního proteinu (z angl. "Wilde-type")  
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1 Literární přehled  

1.1 Úvod 

 Předmětem této doktorské práce, respektive výzkumu, který dal podnět a podklad k 

sepsání a uveřejnění vědeckých článků je trojice nitrobuněčných objektů eukaryotických 

buněk. Jsou jimi proteiny s názvy FOXO4 a 14-3-3 a molekula chromozomální DNA. 

Tyto tři objekty spolu vytváří soustavu navzájem se ovlivňujících elementů. Hlavním 

tématem tohoto výzkumu je objasnění molekulárních mechanismů interakce těchto 

objektů. Každý z těchto objektů představuje zástupce skupiny nitrobuněčných elementů 

s určitou funkcí.  

 Protein FOXO4 je zástupcem proteinů označovaných též jako transkripčních faktory. 

Tyto proteiny stojící na samém konci signálních drah, vytváří přímé kontakty s 

chromozomální DNA v jádře buňky a aktivují transkripci genů.  

 Protein 14-3-3 je proteinem, který se, do značné míry univerzálním způsobem, podílí 

na regulaci celé řady signálních drah, čímž ovlivňuje mnoho různých buněčných procesů.  

 Molekulou DNA v této studii je jaderná chromozomální DNA, nositel veškeré dědičné 

informace, potřebné k řízení všech buněčných procesů.  

 Řízení eukaryotické buňky by se dalo zjednodušeně popsat jako následující proces. 

Buňka pomocí receptorů na svém povrchu (proteinů na vnější straně cytoplazmatické 

membrány), které jsou v přímém kontaktu s okolím, zachytí signál v podobě chemické 

sloučeniny (od nejjednodušších anorganických sloučenin, přes složitější organické 

struktury až po hormony, protilátky, či jiné chemické sloučeniny), či v některých 

případech nechá proniknout signální molekulu k receptorům uvnitř buňky. Signál může 

přijít také zevnitř buňky, protože buňka monitoruje též své vnitřní prostředí a reaguje na 

jeho změny. Tyto změny mohou být způsobeny například činností různých enzymů, či 

transkripční aktivitou jádra. Ve všech případech dojde k ovlivnění signálních drah na 

různých úrovních a tím k regulaci transkripční aktivity jádra (tedy k produkci různých 

proteinů). Tento proces je schematicky zachycen na obrázku 1.  

 Signální dráhy jsou až na některé možné mezistupně tvořeny proteiny a proteiny jsou 

také regulovány. Přenos signálu a regulace může probíhat pomocí přímé interakce 

proteinů, nebo například přes produkty enzymových reakcí.  

 Studium signálních drah, identifikace jednotlivých mediátorů a modulátorů signálu a 

přesný popis molekulárních mechanismů jejich interakce je nezbytný pro porozumění 

činnosti buňky. Takové poznatky mohou odhalit příčiny závažných onemocnění a pomoci 

při hledání a přípravě terapeuticky účinných látek.    
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Obr. 1 Přenos signálu v eukaryotické buňce a reakce na signály vnějšího prostředí 

buňky. Signální molekuly z vnějšího prostředí buňky jsou rozpoznány receptory na 

povrchu buňky. Signál je přenesen do vnitřního prostředí buňky a regulovanou signální 

drahou přenesen do jádra. V jádře se utvoří odpověď na signál v podobě exprese genu a 

vzniku mRNA. Molekula mRNA je transportována vně jádra, kde se na ribozomu tvoří 

protein. Tím je celkově dosaženo indukované změny vnitřního prostředí buňky, jakožto 

reakce na signál (upraveno podle Clark C, 2011). 

 

1.2 Transkripční faktory a regulace transkripce 

 Proteiny zvané transkripční faktory spolu s RNA polymerasami tvoří základní 

transkripční aparát. Iniciace transkripce v eukaryotické buňce vyžaduje řadu 

transkripčních faktorů, které se zapojí do procesu iniciace transkripce v přesně 

definovaném sledu a zcela specifickými vazebnými interakcemi. Pouze při přesném 

vyladění systému může dojít k zahájení aktivity RNA polymerasy a přepisu genetické 

informace z kódu DNA do kódu RNA a k syntéze mRNA ("messenger RNA"). Tento 

moment je zároveň nejpříhodnějším místem k regulaci celého řízení buňky, neboť zde se 

utváří odpověď na signály z vnitřního i z vnějšího prostředí buňky. 

 Regulace transkripce představuje jinými slovy regulaci vlastního vyjádření genů, 

neboli exprese genů, v podobě vzniku určitého proteinu. Způsobů regulace exprese genů 

přímo v jádře je celá řada, všechny však fungují na principu soutěže o konkrétní vazebné 

místo v sekvenci DNA, či vytváření vhodných podmínek k vazbě klíčového faktoru 

pomocí dalších vazebných prvků. Tyto sekvence, které jsou rozhodující pro iniciaci a 

regulaci transkripce se nachází ještě před samotnou sekvencí strukturního, či funkčního 

genu, tedy proti směru transkripce. Zjednodušeně řečeno se jedná o sekvence s pozitivním 
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 účinkem ve prospěch transkripce, enhancer a promotor, a sekvence s negativním 

účinkem ve prospěch transkripce - represor (Obr 2. A). Druhý případ regulace bychom 

mohli nazvat regulací negativní, kdy v místě pro represor je navázán faktor, či element, 

který brání navázání transkripčně pozitivních elementů a snižuje pravděpodobnost 

exprese genu, nebo ji zcela blokuje (Obr 2. B). V tom případě je potřeba specifického 

faktoru, který tuto překážku odstraní a vytvoří podmínky vhodné pro iniciaci transkripce 

nebo pro další pozitivní regulaci.  

 

 

Obr. 2 Negativní regulace transkripce. A) Negativní transkripční faktor - represor je 

navázán v regulační oblasti genu - promotoru a brání nasednutí aktivačních 

transkripčních faktorů a RNA polymerase, dokud nejsou jeho vazebné vlastnosti vzhledem 

k DNA negativně pozměněny navázáním ligandu a vazebné místo neuvolní. B) Negativní 

transkripční faktor - represor je navázán v regulační oblasti genu - promotoru a brání 

nasednutí aktivačních transkripčních faktorů a RNA polymerase, dokud nejsou jeho 

vazebné vlastnosti vzhledem k DNA negativně pozměněny odstraněním ligandu a vazebné 

místo se neuvolní (upraveno podle Reece JR et al., 2010). 

 

 V případě pozitivní regulace (Obr. 3), "čekají" vazebná místa promotoru, až budou 

obsazena patřičnými transkripčními faktory, které vytvoří vhodné prostředí pro nasednutí 

RNA polymerasy a spuštění transkripce. Tento proces může být zvýhodněn 

transkripčními faktory v oblasti enhanceru, které mohou vytvářet termodynamicky 

výhodnější okolí pro další transkripční faktory v oblasti promotoru a mohou tak zesílit 

transkripci genu. Celý komplex pak může být poměrně složitý, což jenom svědčí o 

důsledné kontrole regulace exprese. 
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Obr. 3 Pozitivní regulace transkripce. A) Pozitivní transkripční faktor - aktivátor je 

navázán v regulační oblasti genu - promotoru a napomáhá nasednutí aktivačních 

transkripčních faktorů a RNA polymerase, dokud nejsou jeho vazebné vlastnosti vzhledem 

k DNA negativně pozměněny navázáním ligandu a nedojde k jeho uvolnění. B) Pozitivní 

transkripční faktor - aktivátor je navázán v regulační oblasti genu - promotoru a 

napomáhá nasednutí aktivačních transkripčních faktorů a RNA polymerase, dokud nejsou 

jeho vazebné vlastnosti vzhledem k DNA negativně pozměněny odstraněním ligandu a 

nedojde k jeho uvolnění (upraveno podle Reece JR et al., 2010). 

    

1.2.1 Forkhead transkripční faktory 

 Transkripční faktory s označením "forkhead-box" (FOX) jsou skupinou proteinů, které 

se strukturně i funkčně vymezují v rozsáhlém spektru eukaryotických transkripčních 

faktorů. Jejich název je odvozen z označení genu oblíbeného modelového organismu, 

mušky octomilky (Drosophila melanogaster), který je důležitý pro vývoj přední a zadní 

části střeva embrya drozofily, přesněji řečeno, za správné zformování tvaru střeva. 

(Weigel D et al., 1989). Všechny FOX proteiny vykazují vysoký stupeň identity 

aminokyselinové sekvence v jejich "forkhead" DNA vazebné doméně (DBD) a vytváří 

uzavřenou rodinu proteinů v nadskupině proteinů s "okřídlenými" helixy, které se 

vyskytují v prokaryotických i eukaryotických buňkách (Clark KL et al., 1993; Gajiwala 

KS et al., 2000). Jako první však byly tyto proteiny identifikovány u člověka a to v 

přeuspořádaných chromosomech určitých typů nádorů (Galili N et al., 1993; Davis RJ et 

al., 1994;  Parry P et al., 1994; Borkhardt A et al., 1997; Hillion J et al., 1997; Anderson 

MJ et al., 1998).   
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  Impulzem pro bližší studium těchto transkripčních faktorů se stala skutečnost, že jsou 

velmi silnými aktivátory transkripce, které se podílí na celé řadě významných a pro řízení 

buňky zcela zásadních procesů. Mezi procesy, které jsou ovlivňovány "forkhead" 

transkripčními faktory patří například: energetický metabolismus, opravy poškozené 

DNA, reakce na stres, dělení buňky, diferenciace, apoptóza, řízení buněčného cyklu a 

další.  

 Rodina FOX proteinů zahrnuje více než 100 známých transkripčních faktorů, které 

jsou dále děleny do 17 podtříd (podtřída A až podtřída Q). Všechny tyto proteiny obsahují 

vysoce konzervovanou DNA vazebnou doménu (DNA binding domain = DBD), známou 

též jako tzv. "forkhead box", odtud zkratka FOX ", nebo jako doménu okřídleného helixu 

(winged-helix domain). Tato doména, stejně jako její vazebné motivy vykazuje vysokou 

konzervovanost, což dává této interakci vysoký stupeň specifity a možnosti jemné 

regulace genů vázaných na interakci s FOX proteiny. DBD FOX proteinů obsahuje 

přibližně 110 aminokyselin dlouhou sekvenci tvořenou několika alfa-helixy, několika 

beta-skládanými listy a dvěma flexibilními raménky zvanými křídla (Weigel D et al., 

1990; Kaestner KH et al., 2000; Mazet F et al., 2003). Nejdůležitější částí této domény je 

-helix H3, který se váže do velkého žlábku DNA zhruba kolmo na osu DNA a tím 

poskytuje hlavní plochu kontaktu s požadovaným motivem. Další kontakty s molekulou 

DNA jsou zajištěny prostřednictvím dalších aminokyselinových zbytků v jiných částech 

domény, kterými jsou: N-terminální část,  helixy H1 a H2 a obě flexibilní smyčky, zvané 

křídla W1 a W2. Vyřešení struktury FOXO-DBD ukázalo, že tento N-terminální segment, 

smyčky W1 a W2 jsou v nepřítomnosti DNA vazebného motivu vysoce flexibilní 

(Weigelt J et al., 2001; Wang F et al., 2008). Speciálně smyčka W2 je velice důležitá pro 

afinitu  FOXO-DBD a DNA, ačkoli i v přítomnosti DNA je velmi flexibilní a spíše 

neuspořádaná. Další studie ukázaly, že smyčka mezi helixy H1 a H2, která ve volném 

stavu zaujímá helikální konformaci, tak při vazbě FOXO-DBD na DNA je spíše 

nestrukturovaná (Brent MM et al., 2008; Boura E et al., 2007). To vše ukazuje na 

skutečnost, že FOXO-DBD prodělává strukturní proměny během vazby na DNA.  

 Celkový tvar DNA vazebné "forkhead" domény způsobuje těsnou vazbou do velkého 

žlábku DNA výrazné ohnutí molekuly DNA (Clark KL et al., 1993) (Obr. 4).  

 Specifičnost vazby na konkrétní místo v sekvenci DNA je zajištěna jednak 

rozpoznáváním tzv. klíčové sekvence ("core sequence") 5′-(A/C)AA(C/T)A-3′, která je 

vysoce konzervovaná napříč všemi FOX proteiny a dále jemným doladěním vazby 

pomocí interakce okolních sekvencí DNA s dalšími segmenty DNA vazebné domény 

FOX proteinů. Tato sekvence je rozpoznávána pomocí kombinace přímých kontaktů s 

bázemi DNA a vodných můstků s postranními řetězci bází DNA (Weigel D et al., 1990; 

Clark KL et al., 1993) (Obr. 5). 
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Obr. 4 DNA Vazebná doména transkripčního faktoru FOXO4 v komplexu s DNA 

(FOXO4-DBD:DNA). Grafický model komplexu DNA vazebné domény transkripčního 

faktoru FOXO4 s DNA (FOXO4-DBD:DNA) schematicky znázorňuje vzájemnou polohu 

jednotlivých částí této domény,  helixů H1, H2, H3, smyček W1 a W2 zvaných křídla 

sekvenčně umístěných blíže C-terminálnímu konci a dále vzájemnou polohu DNA vazebné 

domény a molekuly DNA, kdy se  helix H3 váže téměř kolmo do velkého žlábku DNA a 

flexibilní N-terminální část a smyčky W1 a W2 se přibližují dalším úsekům DNA mimo 

hlavní vazebnou oblast (Vacha et al., 2013). 

     

 

 

Obr. 5 Přehled interakcí DNA vazebného rozhraní FOXO s klíčovou vazebnou 

sekvencí ("core sequence") DNA.  Transkripční faktory FOXO rozpoznávají 

specifickou sekvenci DNA pomocí kombinace přímých kontaktů aminokyselinových 

zbytků s bázemi či sacharidovou kostrou DNA (například Arg94, Asp95 a 153, His152) a 

interakcí přes vodné můstky (například Ser101, Tyr102, Trp174 atd.) Na obrázku jsou 

interakce uspořádány do skupin dle jednotlivých domén FOXO proteinu. (upraveno dle 

Boura E et al., 2010).  
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 Různé FOX proteiny rozpoznávají různé sekvence přiléhající ke klíčovému motivu.  

Tyto rozdíly mohou vznikat ze strukturní variability (viz Obr. 6) ve flexibilních oblastech 

"forkhead" DNA vazebné domény (FOX-DBD) napříč celou podtřídou FOX proteinů. 

Mechanismus tohoto rozpoznávání není zatím zcela objasněn (Gajiwala KS et al., 2000; 

Obsil T et al., 2008; Obsil T et al., 2011).  

 

 

Obr. 6 Strukturní variabilita FOX proteinů v oblasti flexibilních smyček W1 a W2. 

Znázornění strukturní variability proteinů v oblasti flexibilních smyček W1 a W2 

překrytím struktury FOXO4-DBD strukturami FOXO3a-DBD (Tsai et al., 2007), 

FOXK1a DBD (Tsai et al., 2006) a FOXA3-DBD (Clark KL et al., 1993). Pozice DNA je 

použita ze struktury FOXO3a-DBD:DNA komplexu. FOXO4 je znázorněn modře, 

FOXO3a hnědě, FOXK1a červeně a FOXA3 zeleně (upraveno dle Obsil T et al., 2008). 

 

 Jeden z možných mechanismů rozpoznání vazebné sekvence ve struktuře DNA FOX 

proteiny předpokládá, že aminokyselinové zbytky předcházející helixu H3 

(aminokyselinové zbytky z oblasti mezi helixy H2 a H3), jež se neúčastní báze-specifické 

vazby přímo, ovlivňují DNA vazebnou specifitu "forkhead" domény pravděpodobně 

ovlivněním změny pozice rozpoznávacího helixu H3 (Obsil T et al., 2011; Pierrou S et 

al., 1994). Ohledně vlivu flexibilních smyček W1 a W2, bylo provedeno několik studií, 

které uvádějí, že tyto oblasti, jejichž pozice jsou upravovány vzhledem k pozici DNA 

rozpoznávajícího helixu H3, také mají podstatný význam pro specifičnost a těsnost vazby 

mezi FOX proteiny a DNA (Pierrou S et al., 1994; Shiyanova T et al., 1999; van Dongen 

MJ et al., 2000). 
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1.2.2 FOXO transkripční faktory 

 FOXO transkripční faktory jsou proteiny z podtřídy "O" tzv. FOX transkripčních 

faktorů. Jejich obecná specifikace v rámci buněčných proteinů splňuje vymezení, které 

jsem uvedl v předchozím oddíle, tedy, že se jedná o velmi účinné aktivátory transkripce 

s typickou "forkhead" DNA vazebnou doménou, které se podílejí na řízení mnoha 

klíčových biologických buněčných procesech. Proto je funkce těchto proteinů velmi úzce 

kontrolována řadou protein-proteinových interakcí a posttranslačních modifikací jako je 

fosforylace, acetylace či ubiquitinace. Přesné mechanismy této kontroly FOXO proteinů 

jsou však většinou zatím neobjasněné. Ovšem vzhledem k zásadní roli FOXO proteinů v 

regulaci mnoha buněčných procesů, by mohla artificiální modulace DNA vazebných 

vlastností představovat možné terapeutické využití a proto si studium interakcí a 

mechanismů interakcí zaslouží detailní pozornost. 

 Podtřída "O" FOX transkripčních faktorů zná do dnešního dne čtyři členy této skupiny 

a těmi jsou: FOXO1, FOXO3, FOXO4 a FOXO6. Tyto proteiny jsou ekvivalentem 

obratlovců pro transkripční faktor DAF-16 nižších forem živočichů a představují důležitý 

prvek vysoce konzervované signální dráhy, jež spojuje receptory signálů stresu a růstu s 

transkripční kontrolou v samotném jádře buňky (Lin K et al., 1997; Ogg S et al., 1997). 

 Molekuly FOXO proteinů se skládají ze čtyř domén. Jsou to za prvé vysoce 

konzervovaná "forkhead" DBD doména, dále jaderná lokalizační doména (NLS) 

umístěná od DBD dále směrem k C-konci a jaderná exportní sekvence (NES), umístěná 

ještě dále směrem k C-konci a C-terminální transaktivační doména. Schématické 

uspořádání primární struktury FOXO proteinů je znázorněno na následujícím obrázku 

(Obr. 7).  

 

 

Obr. 7 Schematické uspořádání primární struktury FOXO proteinu. Ve struktuře 

FOXO proteinu lze identifikovat několik funkčně zcela zásadních oblastí a míst. Jednak 

jsou to tři fosforylační místa pro AKT/PKB kinasu a SGK kinasu, dále vazebná místa pro 

proteiny 14-3-3, jadernou lokalizační sekvenci (NLS), jadernou exportní sekvenci (NES), 

DNA vazebnou doménu (DBD) a transaktivační doménu (TA). (upraveno dle Obsil T et 

al., 2008) 

  

Trojice proteinů FOXO1, FOXO3 a FOXO6 má podobnou délku, přibližně 650 

aminokyselin, zatímco sekvence FOXO4 je kratší a obsahuje pouze okolo 500 
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 aminokyselin. Avšak analýza několika násobného porovnání sekvencí těchto proteinů 

(Obr. 8) ukazuje, že několik oblastí FOXO proteinů je vysoce konzervovaných (Obsil T 

et al., 2008). 

Oblast s nejvyšší sekvenční podobností zahrnuje N-terminální oblast okolo prvního 

AKT/PKB proteinkinasového (PKB) fosforylačního místa, "forkhead" DBD, oblast 

obsahující NLS a část C-terminální transaktivační domény. 

 

  

Obr. 8 Vzájemné porovnání sekvencí FOXO1, FOXO3, FOXO4 a FOXO6. Grafické 

porovnání sekvencí transkripčních faktorů FOXO1, FOXO2, FOXO3 a FOXO4 ukazuje, 

že velké množství funkčních úseků je konzervovaných. Aminokyseliny, které jsou 

konzervované alespoň ve třech sekvencích, jsou vyznačena šedě. Hnědě jsou vyznačena 

místa pro fosforylaci PKB (AKT/proteinkinasa B) a SGK (sérem a glukokortikoidy 

indukovaná kinasa). Červeně místa pro fosforylaci jinou než AKT/PKB a SGK a zeleně 

acetylační místa. Symbolem () jsou označena místa pro monoubiquitinaci. Žlutě jsou 

vyznačený oblasti jaderné lokalizační (NLS) a jaderné exportní (NES) sekvence. Otazník 

označuje cílová místa neznámých acetylačních enzymů, symbol (#) vyznačuje fosforylační 

místa aktivovaná při oxidativní stresu (Brunet et al., 2004) a symbol (*) označuje místa 

fosforylovaná kinasami ERK (mitogenem aktivovaná kinasa) a  p38 (Asada et al., 2007). 

Další fosforylační místa jsou označena zkratkou patřičného enzymu (upraveno dle Obsil 

T et al., 2008).  
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1.2.3 Struktura FOXO transkripčních faktorů 

 Strukturní studie FOX proteinů začaly vyřešením krystalové struktury komplexu DNA 

vazebné domény proteinu FOXA3(HNF-3gama):NA (Clark KL et at., 1993). FOXA3 je 

specifický protein nacházející se v játrech, kde hraje důležitou roli v buněčné diferenciaci 

a tkáňově specifické genové expresi (Clark KL et al., 1993). Jeho struktura ukázala, že 

motiv tzv. forkhead/okřídleného helixu je kompaktní strukturou obsahující okolo 110 

aminokyselin, které se uspořádávají do struktury tří  helixů (H1, H2 a H3), tří beta-

skládaných listů (S1, S2 a S3) a dvou flexibilních smyček (W1 a W2 Clark KL et al., 

1993). Celá sekvence je pak společně s N-terminální a C-terminální smyčkou W1 a W2 

uspořádána následovně: H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2. Struktura S1, která je vmezeřena 

mezi helixy H1 a H2, vytváří kontakty se strukturami S2 a S3 za vytvoření třívrstvého 

antiparalelního beta-skládaného listu. Hlavním DNA rozpoznávacím elementem je helix 

H3, který se váže do velkého žlábku DNA zhruba kolmo na osu DNA a vytváří většinu 

báze-specifických kontaktů s DNA (Clark KL et al., 1993; Gajiwala KS et al., 2000). 

Pozdější studie ukázaly, že v sekundární struktuře DNA vazebné domény FOXO proteinů 

mohou být lehké rozdíly (Weigelt J et al., 2001). 

 Všechny FOXO proteiny obsahují sekvenci pěti aminokyselin (Lys-Gly-Asp-Ser-Asn) 

mezi  helixy H2 a H3, která se u jiných FOX proteinů nevyskytuje. Funkce těchto 

aminokyselin je dosud neznámá a v této sekvenci nevznikají žádné kontakty s molekulou 

DNA (Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008) 

 

1.2.4 Regulace aktivity FOXO transkripčních faktorů 

Aktivita FOXO proteinů je ovlivňována širokým spektrem podnětů, které způsobují 

změnu hladiny FOXO proteinu, jeho buněčnou lokalizaci, transaktivaci a schopnost 

vazby na cílovou DNA. Toto ovlivňování se děje zejména pomocí posttranslačních 

modifikací a protein-proteinových interakcí (Calnan DR et al., 2008; Silhan J et al., 2009). 

Studie struktur FOXO proteinů v oblasti DNA vazebného rozhraní poskytly porozumění 

mechanismu modulace DNA vazebných vlastností a zároveň odhalily, že několik oblastí 

postranslačně modifikovaných se nachází v DNA vazebném rozhraní a že jejich 

modifikace brání vazbě FOXO s DNA. Změna, která se zde odehraje, se projeví jak ve 

sterickém uspořádání molekuly, tak v účinku Coulombických interakcí (Tsai KL et al., 

2007; Brent MM et al., 2008; Boura E et al., 2010). Nicméně není zatím zcela jasné, zda 

tyto modifikace ovlivňují pouze vazebnou afinitu, či taktéž specifičnost vazby. 

  Transkripční aktivita FOXO proteinů je regulována pomocí signální dráhy 

inzulin/fosfatidilinositol-3-kinasa/proteinkinasa B. Místně specifická fosforylace  

AKT/PKB kinasou vytváří dvě vazebná místa pro proteiny 14-3-3 a indukuje fosforylaci  
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dalších fosforylačních míst kaseinkinasou 1 (CK1) a tyrozinkinasou 1A s duální 

specifitou (DYRK1a). Fosforylace, vyvolaná AKT/PKB kinasou vyvolá navázání 

proteinu 14-3-3, což vede k vytvoření komplexu FOXO:14-3-3, který je přenesen do 

cytozolu, kde navázaný protein 14-3-3 brání opětovnému přenesení FOXO proteinu do 

jádra, tím, že kryje jadernou lokalizační sekvenci (NLS) (Brunet A et al., 1999; 

Brownawell AM et al., 2001; Cahill CM et al., 2001; Zhao X et al., 2004; Obsilova V et 

al., 2005). Kromě fosforylací AKT/PKB řízené kontroly aktivity FOXO proteinů je jejich 

aktivita ovlivňována dalšími postranslačními úpravami jako jsou fosforylace jinými 

kinasami, acetylace nebo ubiquitinace. Všechna místa ve struktuře proteinu, která jsou 

cílem těchto postranslačních modifikací se nachází uvnitř vysoce konzervovaných 

regionů (Obsil T et al., 2008). A skutečně již bylo prokázáno, že modifikace těchto částí 

skutečně má negativní vliv na afinitu FOXO proteinů k DNA (Zhang X et al., 2007; van 

der Heide LP et al., 2005, Matsuzaki H et al., 2005; Boura E et al., 2007; Tsai KL et al., 

2007; Brent MM et al., 2008). Na druhou stranu, některé změny v oblasti flexibilní 

smyčky W2 mohou vést k opačnému efektu a zvýšit afinitu FOXO proteinů k DNA (Yuan 

Z et al., 2008). Přesné mechanismy toho jak jsou FOXO proteiny řízeny prostřednictvím 

postranslačních modifikací jsou většinou zatím skryté, ovšem v mnoha případech se zdá, 

že mají vliv na DNA vazebný potenciál FOXO proteinů, funkci jejich NLS a NES, nebo 

na jejich interakci s dalšími proteiny. 

 

1.2.5 Vazba FOXO transkripčních faktorů na DNA 

 FOXO transkripční faktory rozpoznávají v sekvenci DNA dva shodné motivy. Je to 

motiv 5’-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’, známý jako "insulin-responsive element" (IRE)  

a motiv 5’-GTAAA(T/C)AA-3’ známý jako motiv vázající členy rodiny proteinů Daf-16 

(DBE) (Furuyama T et al., 2000; Biggs WH et al., 2001). Ačkoli obě tyto sekvence 

obsahují klíčovou sekvenci (5′-(A/C)AA(C/T)A-3′), váží se FOXO proteiny k motivu 

DBE s větší vazebnou afinitou než k motiuvu IRE. Strukturní studie komplexu FOXO-

DBD:DNA ukázali očekávaný způsob rozpoznání DNA aminokyselinovými zbytky z 

helixu H3 (v sekvenci FOXO4 to jsou Asn148 a His152), které všechny tvoří přímou 

vazbu s klíčovou sekvencí DNA (Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008; Boura E 

et al., 2010) (Obr. 9). Další části FOXO-DNA vazebného rozhraní, N-terminální segment 

a obě smyčky W1 a W2, se účastní nespecifických kontaktů s fosfátovými skupina páteře 

DNA, čímž přispívají k jemné modulaci specifičnosti vazby a její síly. 

 Další studie struktury komplexů FOXO-DBD:DNA ukázaly, že vazebné rozhraní 

obsahuje uspořádané molekuly vody, z nichž některé se podílejí na vazebných můstcích 

protein-voda-DNA, které se podílejí na báze-specifických interakcích. Z toho vyplývá, 

že alespoň v případě komplexů FOXO-DBD:DNA jsou uspořádané molekuly vody 

vnitřní součástí sekvenčně specifických kontaktů s DNA (Boura E et al., 2010). 
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Obr. 9 Klíčové vazebné interakce FOXO proteinu s DNA v oblasti DNA vazebného 

rozhraní. Tento obrázek představuje rozpoznání klíčového vazebného motivu v sekvenci 

DNA vazebnou doménou proteinu FOXO3a (Tsai KL et al., 2007). Kontakty důležité pro 

rozpoznání sekvence jsou označeny zelenou tečkovanou čárou. Molekuly vody účastnící 

se vazby jsou vyznačeny jako zelené koule (převzato z Obsil T et al., 2008). 

 

1.2.6 Transkripční faktor FOXO4 

 Transkripční faktor FOXO4 z rodiny FOX transkripčních faktorů podtřídy "O" je 

předmětem zkoumání již řadu let. Stejně jako ostatní členové skupiny FOX transkripčních 

faktorů hraje významnou roli při regulaci buněčného cyklu a odpovědi na buněčný stres. 

Studie struktury FOXO4-DBD navázané na 13 párů bází dlouhý DNA duplex ukázala, že 

klíčová rozpoznávací sekvence je stejná jako pro další dva členy podtřídy FOXO proteinů 

(FOXO1 a FOXO3), zatímco smyčky mezi helixy H2 a H3 mají jinou konformaci oproti 

jiným FOXO-DBD:DNA studovaným strukturám a účastní se vazby na DNA (Boura E 

et al., 2010). Také díky velmi dobrému rozlišení struktury se ukázalo, že vazby na DNA 

tvoří nejen přímé vazby přes vodíkové můstky, ale také jedinečná síť "vodních" interakcí 

(Obr. 10) vede k vazbě FOXO4-DBD na DNA v závislosti na sekvenci DNA (Boura E et 

al., 2010). Data získaná při studii komplexu FOXO4-DBD:DNA odhalila specificky 

strukturovanou síť 30 molekul vody v oblasti DNA vazebného rozhraní. Pět molekul vody 

participuje na vazbě "protein-voda-báze", zatímco dalších devět figuruje ve vazbě 

"protein-voda-fosfátová skupina báze" a ostatní tvoří kontakt buď s polárními 

aminokyselinami proteinu, nebo polárními atomy molekuly DNA (Boura E et al., 2010). 
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Obr. 10 Unikátní síť vodných molekul při vazbě FOXO4-DBD a molekuly DNA. 

Schéma znázorňuje molekuly vody na FOXO4-DBD:DNA vazebném rozhraní. Zelené 

koule znázorňují molekuly vody, které se účastní vazby protein-voda-báze. Červené koule 

představují molekuly vody, které se účastní interakcí s polárními aminokyselinami 

proteinu nebo polárními atomy molekuly DNA. Znázorněny jsou pouze molekuly vody do 

vzdálenost 3.0 Å od FOXO4-DBD a molekuly DNA zároveň (upraveno dle Boura E et al., 

2010).  

 

 Podobná " síť molekul vody" byla pozorována ve struktuře FOXO1-DBD:DNA, ale 

nikoliv ve struktuře FOXO3-DBD:DNA, což ovšem pramenilo patrně z nižšího rozlišení 

této studie (2.7 Å PDB, kód 2uzk) (Brent MM et al., 2008; Tsai KL et al., 2007). Z těchto 

pozorování je zřejmé, že na stabilizaci molekuly se kromě přímých protein-DNA 

interakcí bude značnou měrou podílet i hydratační entalpie (Bhat et al., 1994). Specificky 

uspořádaná síť molekul vody může též usnadnit FOXO proteinům "čtení" sekvence DNA 

a tím usnadnit rozpoznání klíčové vazebné sekvence. 

 Jiný zajímavý prvek ve struktuře FOXO4 odhalila studie struktury FOXO4-

DBD:DNA, která identifikovala vazebné místo pro kov na C-terminální části helixu H3. 

Na základě dalších indicií lze usuzovat patrně na vazebné místo pro kationt Mg2+. Funkcí 

tohoto vazebného místa je pravděpodobně stabilizace otočky mezi helixem H3 a 

strukturou S2 (Boura E et al., 2010). Podobná vazebná místa pro hořčík byla nalezena ve 

strukturách komplexů DNA s FOXO1-DBD, FOXA3, FOXP2 a FOXK1a (Clark KL et 

al., 1993; Stroud JC et al., 2006; Tsai KL et al., 2007, Brent MM et al., 2008). 

 

1.3 Proteiny 14-3-3  

 Proteiny 14-3-3 tvoří další vysoce konzervovanou rodinu proteinů, jejichž důležitost 

v buněčné biologii vzrostla s poznáním, že se účastní celé řady zcela zásadních buněčných 

dějů, jako jsou metabolismus, transport proteinů, přenos signálu, apoptóza a regulace 
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 buněčného cyklu. Členové této rodiny proteinů byli poprvé identifikováni Moorem a 

Perezem v roce 1967 a získali jejich obvyklý název na základě označení používaném při 

systematické klasifikaci savčích proteinů vyskytujících se v mozkové tkáni (Moore BW 

et al., 1967). Jelikož mnoho interakcí proteinů 14-3-3 je závislých na fosforylaci, jsou 

proteiny 14-3-3 v úzké souvislosti se signálními dráhami regulovanými fosforylací, které 

jsou klíčové pro normální růst a vývoj buňky a jejichž dysfunkce, nebo nesprávná 

regulace je příčinou mnoha závažných onemocnění, včetně nekontrolovaného 

nádorového bujení, tedy rakoviny.  

 Proteiny 14-3-3 jsou polypeptidy o velikosti 28 - 33 kDa hojně se vyskytující ve všech 

eukaryotických organismech (Aitken A. et al., 2006).  Jsou to proteiny, které se ke svým 

vazebným partnerům váží na základě fosfoserinových a fosfothreoninových vazebných 

míst. Systém regulace založený na fosforylaci peptidu coby ligandu a přítomnosti 

vazebného partnera coby aktivátora, či represora je v buňce velmi rozšířen, čímž dává 

proteinům 14-3-3 možnost širokého pole působnosti v roli regulátorů buněčných procesů.  

 Svojí strukturou jsou proteiny 14-3-3 velice konzervované a dělí se do sedmi 

základních skupin: aVe valné většině případů vytvářejí homo- či 

heterodimery, přičemž některé podskupiny jako například apreferují vytváření 

homodimerů, zatímco jiné skupiny, například preferují tvorbu heterodimerů. Dimery 

proteinů 14-3-3 pak interagují s mnoha různými vnitrobuněčnými proteiny, včetně 

transkripčních faktorů, biosyntetických enzymů, cytoskeletálních proteinů, nebo také se 

signálními molekulami, apoptotickými faktory nebo nádorovými supresory. Toto široké 

zaměření je možné právě díky charakteru vazby na vazebné partnery, která je založena 

na jejich specifické fosfoserinové a fosfothreoninové vazbě.  

 Vzhledem k vazebné aktivitě proteinů 14-3-3 byly v minulosti popsány dva základní 

vazebné motivy s vysokou aktivitou jako cíle proteinů 14-3-3. Těmito vazebnými motivy 

jsou: RSXpSXP a RXXXpSXP, kde pS značí fosfo-serin a X variabilní aminokyselinu. 

Ovšem zároveň bylo popsáno, že, ne všechny fosforylačně závislé vazby závisí na těchto 

motivech a také, že ne všechny interakce proteinů 14-3-3 jsou závislé na fosoforylaci 

vazebných partnerů (Morrison DK et al., 2009). 

 Strukturní analýza dimerů proteinů 14-3-3 odhalila, že každý monomer obsahuje 

nezávislé vazebné místo pro ligand (Obr. 11). Z této skutečnosti vyplývá, že každý dimer 

je schopen reagovat na dva různé vazebné motivy zároveň. Nezáleží přitom ani, zda jsou 

tyto motivy na jednom objektu, nebo na dvou navzájem nezávislých objektech (Gardino 

AK et al., 2006). 

 Velmi typickou a důležitou vlastností proteinů 14-3-3 je, že dimery proteinů 14-3-3 

tvoří v porovnání s jinými proteiny velmi rigidní struktury a navázáním na vazebného 

partnera způsobuje konformační změny spíše u tohoto partnera než ve své vlastní 

struktuře. Tyto konformační změny mohou zásadním způsobem ovlivnit stabilitu nebo 
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katalytickou aktivitu vazebného partnera. Navíc, může robustní struktura proteinu 14-3-

3 stericky bránit přístupu ligandů do aktivních center jejich vazebných partnerů, zakrývat 

jejich signální sekvence, blokovat vazebná místa či bránit přístupu enzymů jako jsou 

kinasy, fosfatasy, či proteasy. 

 

 

Obr. 11 Vazebný povrch dimeru proteinu 14-3-3  a vazba ligandu do vazebného 

žlábku. Tvar proteinu 14-3-3 je zde reprezentován grafickým znázorněním vazebného 

povrchu dimeru proteinu. Fialově jsou vyznačeny vysoce konzervované oblasti proteinu 

a žlutě oblasti sekvenčně variabilní. Modře jsou v tomto případě vyznačeny 

aminokyselinové zbytky Met202, Asp204, a His206, které jsou pro izoformu  unikátní 

vzhledem ke všem dalším izoformám proteinů 14-3-3. Řetízkem zelených kuliček je zde 

znázorněn fosfopeptidový ligand navázaný ve vazebném žlábku 14-3-3 proteinu 

(upraveno dle Wilker EW et al., 2005). 

  

1.3.1 Struktura proteinů 14-3-3 a jejich protein-proteinové 

interakce 

 Zásadní způsob, kterým ovlivňují proteiny 14-3-3 dění v buňce jsou protein-

proteinové interakce a vytvářením komplexů proteinů. Tato skutečnost platí pro zástupce 

všech sedmi izoforem proteinů 14-3-3 (a, které tvoří komplexy s více 

než 130 různými vazebnými partnery (Jin J et al., 2004) 

 Hlavní podmínkou této interakce, jak již bylo zmíněno, je fosforylované vazebné místo 

tvořené specifickým vazebným motivem. Všechny izoformy proteinů 14-3-3  



27 

 

rozpoznávají s vysokou afinitou dva základní motivy aminokyselinové sekvence:  

RSXpSXP a RXXXpSXP, kde pS značí fosforylovaný serin (Muslin AJ et al., 1996; 

Rittinger K et al., 1999; Yaffe MB et al., 1997).  V některých případech jsou proteiny 14-

3-3 schopny rozpoznat i nefosforylovaný nebo jinak modifikovaný vazebný motiv, jako 

například virulentní faktor Pseudomonas aeruginosa exoenzym S (ExoS), p190RhoGEF 

nebo fágový inhibitor peptidů R18  (Henriksson ML et al., 2002; Yhang L et al., 1999; 

Petosa C et al., 1998; Zhang L et al., 1999). Fosforylací podmíněná vazba i fosforylací 

nepodmíněná vazba se ukázala být zaměřená do stejného místa struktury proteinů 14-3-

3, oblasti, která tvoří strukturu tzv. vazebného kanálku s rigidní strukturou a oblastmi kde 

se soustřeďuje parciální negativní, či pozitivní náboj molekuly proteinu 14-3-3 (Zhang L 

et al., 1999) (Obr. 12 a 13). Zajímavé a velmi podstatné je, což ukázalo srovnání 

krystalových struktur různých proteinů 14-3-3 vázaných na různé peptidy se strukturami 

volných proteinů 14-3-3, že struktura 14-3-3 se při vazbě konformačně příliš nemění a, 

že tedy proteiny 14-3-3 působí jako tzv. molekulární kovadlina (Yaffe MB et al., 2002).  

 Každý monomer 14-3-3 sestává z uspořádání 9  helixů (A až I) organizovaných 

do tří skupin po dvou helixech a jedné skupiny po třech (Xiao B et al., 1995; Liu MY et 

al., 2002).  

 

 

Obr. 12 Struktura dimeru proteinu 14-3-3. Grafické znázornění uspořádání a 

vzájemné polohy sekundárních struktur v rámci molekuly dimeru proteinu 14-3-3 

(upraveno dle Yang X et al., 2006).  

  

 První čtyři helixy (helixy A až D) jsou zásadní pro zformování dimeru. Helixy C, 

E, G a I formují konzervovaný vazebný kanálek, který má pozitivně nabitou oblast 

v jedné části a negativně nabitou oblast v druhé části (Xiao B et al., 1995; Liu MY et al., 

2002). 
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 Pozitivně nabitá oblast je tvořena konzervovanou triádou dvou argininových a jednoho 

tyrozinového zbytku (například v případě izoformy  Arg57, Arg130 a Tyr131) a váže 

negativně nabitou fosfátovou skupinu fosforylovaného vazebného partnera.  

 

 

Obr. 13 Vazba ligandu do pozitivně nabité oblasti vazebného kanálku 14-3-3 

proteinu. Pozitivně nabitá oblast vazebného kanálku 14-3-3 proteinu je tvořena 

konzervovanou triádou dvou argininových a jednoho tyrozinového zbytku (Arg57, Arg130 

a Tyr131) a váže negativně nabitou fosfátovou skupinu fosforylovaného ligandu (převzato 

z Yang X et al., 2006). 

 

 Ačkoliv proteiny 14-3-3 tvoří obvykle homo-, či heterodimery, jsou popsány i 

monomery proteinů 14-3-3 a i ty jsou někdy samostatně funkční, v závislosti na cílových 

vazebných proteinech. Například monomerní forma proteinu 14-3-3je schopná 

modulovat aktivitu draslíkových kanálů (Zhou Y et al., 2003), zatímco aktivitu Rafkinasy 

je schopna ovlivňovat pouze ve formě dimeru (Tzivion G et al., 1998). Lze tedy 

předpokládat, že dimerizace proteinů 14-3-3 je jedním ze způsobů regulace jejich 

buněčné aktivity. Oblast proteinů 14-3-3, odpovědná za jejich dimerizaci utváří vysoce 

konzervovaná solný můstek mezi Arg19 a Glu92 (Yang X et al., 2006). 

  

1.3.2 Funkce proteinů 14-3-3 v regulaci buněčného cyklu a při 

apoptotické signalizaci 

 O životě a smrti buňky rozhoduje genetická vybavenost buňky, její schopnost obrany 

vůči vnějším vlivům a její schopnost opravy při poškození. Z vnějšího prostředí přicházejí 

často signály, které spouští signální dráhy s příkazem programované buněčné smrti nebo 

naopak s příkazem k dělení buňky. Tato rozhodnutí o osudu buňky však nemusí být 

definitivní. Buňka je na ně schopna reagovat. Regulace rovnováhy mezi přežitím buňky 

a apoptotickou signalizací je klíčový aspekt v rozhodování o osudu buňky a právě  
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proteiny 14-3-3 zasahují mnohonásobně do této rovnováhy. Vazba proteinu 14-3-3 na 

různé vazebné partnery byla často pozorována například při zvýšení aktivity proteinů při 

proliferaci nebo spouštění funkcí na podporu přežití buňky. Názorným příkladem této 

aktivity je chování serinových a threoninových kinas rodiny Raf (Tzivion G et al., 2006). 

 Členové rodiny serinových a threoninových kinas jsou klíčovými elementy v ovlivnění 

Ras GTPasy, která iniciuje aktivaci signální kaskády extracelulárním signálem řízené 

kinasy (ERK), která dále povzbuzuje signály k proliferaci a přežití buňky. Navázání 

proteinu 14-3-3 do vazebného místa v C- terminální oblasti Raf proteinu (pS621 a pS729 

na C-Raf respektive na B-Raf) je nutná pro plnou katalytickou aktivitu těchto kinas a pro 

jejich plnohodnotnou heterodimerizaci (Rushworth LK et al., 2006; Garnett MJ et al., 

2005). Schéma této komplexní interakce zachycuje obrázek 14.  Za normálních signálních 

podmínek požadovaných k heterodimerizaci C-Raf a B-Raf kinas k této reakci dochází 

jako odpověď na aktivaci Ras signální dráhy, což vyvolá maximální aktivaci C-Raf 

kinasy. Při poruše tohoto mechanismu k aktivaci C-Raf kinasy nedochází, což může mít 

zcela fatální důsledky. Mutovaná, a tedy nefunkční, B-Rafkinasa byla nalezena v mnoha 

lidských rakovinných buňkách, kde onkogenní B-Raf proteiny tvořili částečně 

heterodimery s C-Raf proteiny. Tato heterodimerizace je závislá na vazbě proteinu 14-3-

3 a je nutná pro transformaci funkce B-Raf proteinů s nepárovou kinasovou aktivitou. 

Popis tohoto mechanismu je zde uveden jako příklad spojení funkce proteinů 14-3-3 s 

onkogenním potenciálem B-Raf proteinu (Morrison DK, 2009). 

 

 

Obr. 14 Role proteinu 14-3-3 při dimerizaci B-Raf a C-Raf. Protein 14-3-3 je nutný 

k dimerizaci B-Raf a C-Raf proteinů, čímž se spustí jejich plná kinasová aktivita. a) Za 

normálních podmínek je tento krok odpovědí na signály Ras-dependentní signální dráhy. 

b) Při výskytu mutantní formy B-Raf proteinu ( ), zajišťuje protein 14-3-3 vznik 

částečných heterodimerů a šíření falešného signálu k proliferaci, což má za následek 

onkogenní aktivitu buňky (upraveno dle Morrison DK, 2009).  

     

 Další způsob jakým proteiny 14-3-3 ovlivňují rovnováhu mezi přežitím buňky a 

apoptózou je protichůdné působení na proteiny, které podporují apoptotické procesy a 

stárnutí buňky (Porter GW et al., 2006), jakými jsou například FOX proteiny. Proteiny 

14-3-3 mohou potlačovat apoptózu mimo jiné díky interakci s jadernými komponentami 
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mitochondriálního apoptotického mechanismu, jakým je například BAD (antagonista 

proteinu  BCL-2 protein), protein BAX (protein X asociovaný s BCL-2), nebo s proteiny, 

které přenášejí apoptotický signál, jako jsou ASK1 (MEKK5) kinasa (apoptózu 

signalizující kinasa 1) nebo transkripční faktory z rodiny FOX proteinů (forkhead box). 

K zapojení proteinů 14-3-3 vede i další způsob regulace, kdy kinasy s funkcemi 

podporujícími přežití buňky jako je například kinasa AKT (proteinkinasa B, PKB), Rsk 

kinasa, nebo PIM, které jsou často odpovědné za aktivaci vazebných míst proteinů 14-3-

3 na jiných pro-apoptotických proteinech, připraví podmínky pro navázání 14-3-3 na 

těchto pro-apoptotických faktorech. Navázání 14-3-3 na tyto proteiny může iniciovat 

přemístění těchto pro-apoptotických proteinů pryč z místa jejich předchozí aktivity. Tento 

mechanismus se uplatňuje i při regulaci zmíněného proteinu BAD, kdy způsobuje jeho 

setrvání v cytoplazmě, čímž je zabráněno jeho dimerizaci s proteinem BCL2/xl v 

mitochondrii a zprostředkování odpojení BAX proteinu z BCL2/xl. Celý tento proces vede 

k inhibici apoptózy (Morrison DK, 2009). Příklad výše zmíněné regulace zachycuje 

následující obrázek (Obr. 15). 

 

 

 

 

Obr. 15 Role proteinu 14-3-3 při přenosu signálů pro přežití buňky a při signálech 

buněčného stresu. a) Při signálech podporujících přežití buňky se proteiny 14-3-3 váží 

na celou řadu pro-apoptotických faktorů jako jsou BAD (antagonista proteinu BCL-2 

protein), BAX (protein X asociovaný s BCL-2) nebo FOXO transkripční faktory. b) Při 

signálech buněčného stresu fosforyluje JNK kinasa přímo proteiny 14-3-3 čímž zruší 

vazbu s pro-apoptotickými faktory, které pak mohou zastat svou úlohu v pro-apoptotické 

signalizaci (upraveno dle Morrison DK, 2009).   

 

 V případě FOXO proteinů způsobí navázání proteinu 14-3-3 transport FOXO proteinu 

z jádra vystavením jeho jinak ukryté jaderné exportní sekvence (NES) a zabrání 

opětovnému přemístění do jádra zakrytím jeho jaderné lokalizační sekvence (NLS) což 

způsobí jeho setrvání v cytoplazmě, kde je protein FOXO vystaven indukované 

degradaci. 
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 Pokud senzory v buňce vyhodnotí, že současná vnitrobuněčná situace oprávněně 

vyklání raménka vah směrem k buněčné smrti, mnoho interakcí proteinů 14-3-3 je 

přerušeno. Vazebná afinita 14-3-3 může být narušena aktivací fosfatas, které atakují 14-

3-3 vazebná místa a defosforylují vazebné partnery, nebo fosforylací vazebných partnerů 

proteinů 14-3-3 na jiných místech a zároveň fosforylací samotných proteinů 14-3-3. 

Všechny tyhle kroky vedou k celkové eliminaci vzájemné afinity proteinů 14-3-3 a jejich 

vazebných partnerů.  

 Již dříve bylo například pozorováno, že smrt postmitotických neuronů může být 

indukována, když cyklin-dependentní kinasa 1 (Cdk1) fosforyluje FOXO1 protein, čímž 

naruší vazbu s proteinem 14-3-3 a FOXO1 se tak může vrátit zpět do jádra a aktivovat 

transkripci proteinů podporujících buněčnou smrt (Yuan Z et al., 2008). 

 Další takovou kinasou, která negativně působí na vazebné vlastnosti proteinů 14-3-3 

je Jun-N-terminalní kinasa (JNK), která fosforyluje proteiny 14-3-3 (platí pro 14-3-3-

a) nebo jejich vazebné partnery (Sunayama J et al., 2005; Tsuruta F et al., 

2004; Yoshida K et al., 2005). 

 Podle mnohých pozorování se zdá, že fosforylace proteinu 14-3-3 a uvolnění ligandu 

je primárním mechanismem, jakým aktivovaná JNK kinasa kontroluje pro-apoptotické 

funkce proteinů BAD, BAX, FOXO a Abl (Sunayama J et al., 2005; Tsuruta F et al., 

2004; Yoshida K et al., 2005). 

 

1.3.3 Funkce proteinů 14-3-3 v signalizaci růstu 

 Savčí protein s komplikovaným názvem, cílový protein rapamycinu (mTOR, 

mammalian target of rapamycin) je klíčovým proaktivním faktorem v důležité signální 

dráze směřující k podpoře růstu a dělení buňky, která je často nesprávně regulovaná při 

onemocnění rakovinou (Reiling JH, 2006; Guertin DA et al., 2007). Za normálních 

podmínek je tato signální dráha regulována s ohledem na energetický stav buňky, 

množství stavebního materiálu (živin) a hladinu kyslíku. Signál přenášený touto dráhou 

se sbíhá k mTOR komplexu 1 (TORC1), který je klíčovým regulačním prvkem této dráhy. 

V tomto místě se regulace aktivně účastní proteiny 14-3-3, které se váží se čtyřmi různými 

regulátory a elementy TORC1 (Reiling JH et al., 2006; Bhaskar PT et al., 2007). 

 Zajímavou skutečností je, že 14-3-3 působí skrze TORC1 na růst buňky za vhodných 

podmínek pozitivně a naopak při signalizaci buněčného stresu negativně. Předtím, než se 

buňka vydá metabolickou cestou buněčného růstu, musí zhodnotit, zda disponuje 

dostatečnou energií k tomuto kroku. Tento aspekt dokáže vyhodnotit enzym 5´-AMP 

aktivovaná proteinkinasa (AMPK), která je citlivá na hladinu energie a je aktivována při 

nedostatku energie v buňce. Aktivita AMPK vede k fosforylaci jednoho z elementů 

mTOR komplexu 1, což vyvolá vazbu proteinu 14-3-3 na tento element a celkovou 
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 inhibici mTOR komplexu 1 (Li Y et al., 2003; Gwinn DM et al., 2008).    

 Při kyslíkové deprivaci buňky se protein 14-3-3 váže na jiný z elementů signální dráhy 

scházející se na mTOR komplexu 1, a sice na protein REDD1, čím zabrání předání 

signálu na mTOR komplex a tím inhibuje proces růstu a dělení buňky (DeYoung MP et 

al., 2008). Tato duální, na podmínkách závislá regulace proteinem 14-3-3, je znázorněna 

na obrázku 16.   

 

 

Obr. 16 Duální funkce proteinů 14-3-3 při TORC1 signalizaci. Protein 14-3-3 se váže 

na komplex TORC1 za různých podmínek na různé elementy, čímž moduluje další aktivitu 

buňky. a) Při podmínkách a signálech pro růst buňky je aktivována kinasa AKT, která 

fosforyluje elementy TSC2 a PRAS40 komplexu TORC1 na místech, které vyvolají vazbu 

proteinu 14-3-3, čímž utlumí inhibiční efekt těchto dvou proteinů na TORC1 komplex. b) 

Při signálech nízké energie je aktivována AMP kinasa, která fosforyluje elementy TSC2 

a Raptor komplexu TORC1, čímž aktivuje funkci TSC2 elementu a vyvolá vazbu 14-3-3 

na protein Raptor, což dále inhibuje funkci tohoto proteinu, jehož aktivita je nutná 

k vytvoření kontrolního bodu energie. c) Při stavu hypoxie jsou exprimovány proteiny 

REDD1. Tento protein je schopen přebrat proteinu TSC2 navázaný protein 14-3-3 a 

vrátit tak proteinu TSC2 jeho inhibiční aktivit (upraveno dle Morrison DK, 2009).   

 

 Těchto několik příkladů regulace buněčných dějů proteiny 14-3-3 nastiňuje potenciál 

regulačních možností proteinů 14-3-3 a zároveň popisuje charakter základního 

mechanismu jejich působení. Příkladů by samozřejmě mohla být celá další řada a jeden 

případ by vedl k druhému, tak jak je přenos a regulace signálu v buňce navzájem 

propojena ve své komplexnosti.  
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1.3.4 Funkce proteinů 14-3-3 při potlačování nádorového bujení 

 Další důležitou funkcí proteinů 14-3-3, kromě výše zmiňované dobře známé regulace 

proliferace a apoptózy v závislosti na základě zpracování signálů okolí, je potlačování 

buněčného růstu a progrese buněčného cyklu ve chvílích, kdy je v buňce odhalena 

poškozená DNA a hrozí nebezpečí nekontrolovaného dělení a růstu buňky, tedy vzniku 

nádoru. Tato funkce byla identifikována a popsána v nejvyšší míře u podskupiny 

proteinů 14-3-3. Tato skupina je totiž v rodině proteinů 14-3-3 unikátní tím, že je 

primárně exprimovaná v buňkách epitelu a tvoří téměř výlučně homodimery (Wilker EW 

et al., 2005). Exprese 14-3-3 proteinů je pozitivně regulována v souvislosti s expresí 

nádorového antigenu p53 a dalšími nádorovými antigeny, které se vyskytují jako reakce 

na signály, které se objeví po poškození molekuly DNA (Hermeking H et al., 1997; 

Aprelikova O et al., 2001). Pokud dojde k takovéto situaci, nově vytvořené 14-3-3se 

naváží na komplexy proteinů zajišťující progres buněčného cyklu a tím je buněčný cyklus 

pozastaven do chvíle, kdy je molekula DNA opravena a vazba proteinů 14-3-3 negativně 

regulována (Chan TA et al., 1999; Laronga C et al., 2000). Signálem, že proteiny 14-3-

3mohou hrát významnou roli při potlačování vzniku nádorů, bylo pozorování 

výrazného snížení jejich koncentrace v nádorech vzniklých v epiteliální tkáni (například 

při rakovině prsu) (Lodygin D et al., 2006). Toto výrazné snížení koncentrace 14-3-

3proteinů v buňce může být způsobeno například nadměrnou metylací promotorů genu 

kódujícího 14-3-3protein, nebo cílenou ubiquitinem způsobenou degradací 14-3-

3proteinů. Úskalím takto negativně regulované exprese 14-3-3proteinů je, že její 

působení se může rozšířit do okolní tkáně a tím se stát prvním krokem pro šíření 

nádorového bujení (Umbricht CB et al., 2001).     

 Dalším zajímavým případem, kdy jsou proteiny 14-3-3důležité a kdy jejich 

nedostatek způsobuje poruchu buněčného cyklu, je mitotické dělení. Při tomto složitém 

buněčném procesu se proteiny 14-3-3 podílí velmi významně na regulaci translace 

potřebných proteinů (Wilker EW et al., 2007). V eukaryotických buňkách totiž většina 

translace mRNA závisí na cap-závislém mechanismu regulace. Ovšem některé molekuly 

mRNA obsahují sekvenci, která umožňuje cap-nezávislou translaci. To je problém 

jelikož, při mitóze má být cap-závislá regulace potlačena a cap-nezávislá regulace 

upřednostněna a právě proteiny 14-3-3 jsou úzce spjaty s přepnutím translace z cap-

závislé na translaci cap-nezávislou (Wilker EW et al., 2007). 

 

1.3.5 Proteiny 14-3-3 v nižších organismech  

Jako příklad vlivu proteinů 14-3-3 na metabolické dráhy v nižších organismech 

uvádím spojitost mezi kvasničnou formou proteinů 14-3-3 a aktivitou enzymu štěpícího 

disacharid trehalosu.  
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Trehalosa je přirozeně se vyskytující disacharid, který slouží jako zdroj uhlíku pro 

organismus a jako ochranný element v různých stresových situacích jako jsou 

dehydratace, teplotní extrémy, či vystavení oxidativnímu stresu (Crowe JH et al., 1994; 

Gibson RP et al., 2007). Při metabolismu tohoto disacharidu hraje významnou roli enzym 

obecně zvaný Trehalosa. Izoformy tohoto enzymu se nachází v celé řadě organismů a 

jejich sekvence je vysoce konzervovaná (Kopp M et al., 1993;  Kopp M et al., 1994; 

Nwaka S et al., 1998). V kvasinkách, či v rostlinách slouží tyto enzymy též jako regulační 

a signalizační molekula v některých metabolických drahách. Studie zaměřené na funkci 

trehalosy v Saccharomyces cerevisiae zjizstily, že zde je hydrolýza trehalosy způsobena 

třemi enzymy, a sice neutrální trehalasou 1 (Nth1), neutrální trehalasou 2 (Nth2) a kyselou 

trehalasou 1 (Ath1) (Wera S et al., 1999).  

Kvasničné neutrální trehalasy 1 a 2 disponují výrazně delší N-terminální oblastí, 

ve srovnání s formami těchto enzymů nacházejících se v jiných organismech. Tato 

prodloužená N-terminální oblast se zdá být důležitým prvkem při regulaci aktivity Nth1 

a 2 skrze cAMP dependentní fosforylaci na několika místech vhodných k fosforlaci 

protein kinasou A (PKA) (Uno I et al., 1993; Ortiz CH et al., 1983;  van der Plaat J B et 

al., 1974). Na základě těchto zjištění ukázal Panni ve své studii (Panni S et al., 2008), že 

fosforylovaný enzym Nth1 je regulován přes interakci s proteiny 14-3-3. Tato studie 

ukázala, že interakce se proteiny 14-3-3 umocňují aktivitu Nth1. Detailní mechanismus 

těchto interakcí je však stále nejasný a zaměřují se na něj další studie. Předpokládá se, že 

interakce se bude odehrávat na základě strukturních změn při přímé vazbě enzymu a jeho 

regulačního partnera. 

 

1.3.6 Způsob vazby proteinů 14-3-3 k jejich vazebným 

partnerům 

 Vazební partneři proteinů 14-3-3 mají ve své struktuře obvykle určitý typ globulární 

domény s nestrukturovanou oblastí, která ve své sekvenci obsahuje serin nebo threonin v 

rámci jednoho, či druhého základního vazebného motivu. Při samotném vzniku vazby 

dochází současně ke dvěma událostem. Za prvé dochází k vazbě fosforylovaného proteinu 

do konzervovaného kanálku proteinu 14-3-3 (C, E, G a I), což označujeme jako 

primární interakci a za druhé k interakci globulární domény vazebného partnera s dalšími 

částmi struktury 14-3-3, což nazýváme sekundární interakcí.  

 Proteiny 14-3-3 mají potenciál interagovat s velkým množstvím rozličných 

fosforylovaných proteinů. Při interakci proteinu 14-3-3 s fosforylovaným peptidem je 

fosfátová skupina fixována vazbou na triádu aminokyselinových zbytků Arg-Tyr-Arg, 

přičemž fosfoserinová vazba C-C může volně rotovat. Proto jsou pro peptid vázající 

se do vazebného žlábku proteinu 14-3-3 možné dvě různé orientace, vyplývající z dvou 
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možných rotací C-C vazby. Všechny peptidy vázající se do vazebného žlábku proteinu 

14-3-3 se váží orientované svým N-koncem k C-konci proteinu 14-3-3 a obráceně a 

s vazbou na konzervovaná vazebná místa. Vázající se fosfopeptid má většinu postranních 

řetězců aminokyselinových zbytků orientovaných směrem ven z vazebného žlábku a 

směrem z molekuly proteinu 14-3-3. Pokud to shrneme, tak obecně charakter 

fosfopeptidových interakcí proteinu 14-3-3 závisí na pevných pozicích vazebných 

postranních řetězců ve vazebném žlábku proteinu 14-3-3 a orientaci peptidu. V tomto 

případě se vazby tvoří pouze s hlavním řetězcem peptidu a fosfátovými skupinami 

peptidu. Naproti tomu vazba s nefosforylovanými peptidy jako jsou R18 a ExoS, které 

mají opačnou orientaci, jsou závislé na sekvenčně specifické interakci s postranními 

řetězci (Yang X et al., 2006). 

 

1.4 14-3-3 a FOXO4 

 Regulační protein 14-3-3 je jedním z nejrozšířenějších typů izoforem savčích 

proteinů 14-3-3. Transkripční faktor FOXO4 (zvaný též AFX), protein z rodiny savčích 

FOXO proteinů je jeden z jeho nejvýznamnějších vazebných partnerů. Chromozomální 

translokace, která vede k fúzi části genu pro transaktivační doménu FOXO4 proteinu s 

genem pro transkripční faktor MLL (mixed-lineage leukemia), hraje pravděpodobně roli 

při vzniku akutní leukémie (So CW et al., 2003; So CW et al., 2002). Dále se FOXO4 

podílí na regulaci buněčného cyklu, přesněji řečeno na pozdržení buňky v G1 fázi 

buněčného cyklu.  

 V roce 2001 byla uveřejněna NMR struktura DNA vazebné domény FOXO4 (Weigelt 

J et al., 2001), která ukazuje, že FOXO4 obsahuje ve své struktuře tři fosforylační motivy 

pro proteinkinasu B (PKB): Thr28, Ser193 a Ser258 (Tran H et al., 2003; Woods YL et 

al., 2002; Obsil T et al., 2003) (též Obr. 17). 
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Obr. 17 Schématické znázornění nejdůležitějších oblastí v primární struktuře 

FOXO4. Ve struktuře FOXO4 proteinu se vyskytují tři fosforylační místa pro PKBkinasu. 

Dvě z nich jsou součástí vazebného motivu proteinů 14-3-3 (Thr28 a Ser193), což 

umožňuje regulaci FOXO4 proteiny 14-3-3. Ser193 je navíc součástí signální oblasti NLS 

(jaderná lokalizační sekvence) a jeho fosforylace, která umožní navázání proteinu 14-3-

3 způsobí zakrytí NLS (upraveno dle Obsilova V et al., 2005). 

 

 Již předchozí studie ukázaly, že fosforylace FOXO4 na těchto místech vede k inhibici 

transkripční aktivity FOXO4 proteinu a k jeho exportu z jádra do cytoplazmy. Samotná 

fosforylace FOXO4 však sama o sobě k inhibici transkripční aktivity nestačí. Již dříve 

bylo prokázáno, že pro rychlý export jiného transkripčního faktoru, FOXO3a, z jádra do 

cytoplazmy je nezbytná nejen jeho fosforylace a interakce s proteinem 14-3-3, ale též 

přítomnost jaderné exportní sekvence (NES) v jeho struktuře (Brownawell AM et al., 

2001; Brunet A et al., 2002). Obdobný závěr platí i pro transkripční faktor FOXO4. Ten 

obsahuje ve své struktuře jak jadernou lokalizační sekvenci (NLS), tak i jadernou exportní 

sekvenci (NES). Pro lokalizaci FOXO4 v jádře se ukázaly být nezbytné aminokyselinové 

zbytky 180 až 221. FOXO4 obsahuje též neklasickou NLS skládající se ze dvou částí, 

které obklopují fosforylační místo pro PKB na C-konci DNA vazebné domény (Ser193). 

Jak již bylo zmíněno dříve, fosforylace serinového zbytku mezi dvěma částmi této 

neklasické NLS FOXO transkripčních faktorů obecně, vede k částečnému narušení její 

funkce a navíc vazba proteinu 14-3-3 na FOXO transkripční faktor může mít za následek 

sterickou blokaci této NLS. Podle současných výzkumů to vypadá, že vazba proteinu 14-

3-3 ovlivňuje obě části NLS (Obsilova V et al., 2005). Jaderná lokalizační sekvence 

(NES) proteinu FOXO4 se nachází v úseku mezi 300. až 308. aminokyselinou, který je 

velmi bohatý na lyzinové zbytky, což odpovídá rozpoznávacímu motivu pro jaderný 

exportní systém (Brownawell AM et al., 2001). 

 Biofyzikální studie charakterizující interakce mezi FOXO4, 14-3-3ζ a fragmentem 
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 DNA, jehož sekvence odpovídá sekvenci, na kterou se specificky váží FOXO proteiny 

in vivo, potvrdila, že fosforylace sama o sobě nestačí pro inhibici FOXO4 vazby na DNA. 

Dále bylo zjištěno, že dva vazebné motivy pro protein 14-3-3 fosforylované 

proteinkinasouB (PKB) jsou nezbytné pro efektivní interakci mezi transkripčním 

faktorem FOXO4 a dimerem 14-3-3ζ proteinu. Bylo také prokázáno, že tvorba komplexu 

dvojnásobně fosforylovaného transkripčního faktoru FOXO4 (dpFOXO4) se 14-3-3ζ 

proteinem má za následek téměř úplnou inhibici DNA vazebných vlastností FOXO4.  

 Dle těchto výsledků lze usuzovat, že interakce FOXO transkripčních faktorů se 

proteiny 14-3-3 je nejen nezbytná pro jejich rychlý export z jádra do cytoplazmy, ale i 

pro samotnou inhibici jejich DNA vazebných vlastností. Přesný molekulární 

mechanismus této inhibice DNA vazebných vlastností FOXO4 je však stále nejasný 

(Obsil T et al., 2003). 
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2 Cíle práce 

1) Charakterizovat interakce mezi proteiny FOXO4 a 14-3-3 pomocí metod fluorescenční 

spektroskopie. Zjistit, zda při tvorbě komplexu dochází ke konformační změně FOXO4 

a pokud ano, tak v jakých oblastech.  

 

2) Navrhnout strukturní model komplexu FOXO4:14-3-3 na základě vzdáleností 

získaných pomocí měření FRET.  

 

3) Provést detailní analýzu interakce DNA-vazebné domény FOXO4 s DNA pomocí 

cílené mutageneze a metody rezonance povrchového plazmonu. 

 

4) Charakterizovat strukturní změny DNA-vazebné domény FOXO4 doprovázející vazbu 

DNA pomocí metod časově-rozlišené tryptofanové fluorescence.  
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3 Materiál a metody  

3.1 Seznam laboratorního materiálu, chemikálií a přístrojů 

Spotřební a laboratorní materiál 

 Laboratorním materiálem při přípravě proteinových mutantů a při provádění 

experimentů byl běžný laboratorní plast, sklo a jiné zcela běžné pomůcky (kádinky, 

odměrné válce, erlenmayerovy baňky, pipety, filtrační papír, zkumavky a 

mikrozkumavky, lžičky a špachtle a další) a základní laboratorní přístroje (termobloček, 

vortex, předvážky, vodní lázeň, pH metr a další). Pokud byl použit materiál nástroj nebo 

přístroj specifický pro danou přípravu, či experiment, jeho detailní popis je uveden v 

popisu patřičné metody.  

 

3.1.1 Laboratorní materiál 

Dialyzační membrána  Visking (USA) 

dialyzační membrána (Molecular weight cut off) 14000   Carl Roth GmbH (Německo) 

Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit  Invitrogen (USA) 

filtry 45 µm Rotilabo-Spritzflter (PVDF)   Carl Roth GmbH (Německo) 

Gel Extraction Spin Kit  Genomed (SRN) 

Chelating Sepharose Fast Flow  Amersham Biosciences (Švédsko) 

Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit/250 Genomed (SRN) 

Jetquick Plastid Miniprep spin kit   Genomed (USA) 

kolony pro HPLC   Amersham Biosciences (Švédsko) 

koncentrátor Centrikon   Millipore (USA) 

křemenné kyvety   Agilent (USA) 

Plasmid Miniprep Isolation kit Genomed (SRN) 

Purification Spin Kit  Genomed (SRN) 

Quick ChangeTM Site-Directed Mutagenesis kit   Stratagene (USA) 

QuikChange kit  Stratagene (UK) 

 

3.1.2 Chemikálie 

1,4-dithiothreitol (DTT)  Carl Roth GmbH (SRN) 

1,5–IAEDANS Thermoscientific (USA) 

1Kb DNA Ladder  Invitrogen (USA) 

5-IAF Invitrogen (USA) 

Agarosa   Carl Roth GmbH (SRN) 

Agaróza type II  Sigma (USA) 

Akrylamid  Carl Roth GmbH (SRN) 
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Ampicilin  Biotika (Slovenská republika) 

Atp  Sigma (USA) 

Atp  Thermoscientific (USA) 

Bamhi Thermoscientific (USA) 

Biotin (vitamin B7) LifeTechnologies (USA) 

Boritá kyselina   Lachema (Česká republika) 

Bromfenolová modř   Sigma (USA) 

Bsa Carl Roth GmbH (SRN) 

Coomassie brilliant blue r-250 Carl Roth GmbH (SRN) 

Dihydrogenfosforečnan draselný  Lachema (Česká republika) 

DNA primery  VBC-Genomics (Rakousko) 

Dntp Thermoscientific (USA) 

Dodecylsulfát sodný (SDS)  Carl Roth GmbH (SRN) 

Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu disodného  Lachema (Česká republika) 

Dpn I  New England Biolabs (USA) 

EDTA (ethylendiamintetraoctová kyselina)  Carl Roth GmbH (SRN) 

Ethanol   Lachema (Česká republika) 

Ethidium bromid  Sigma (USA) 

FITC (fluorescein iso-thio-kyanát) LifeTechnologies (USA) 

Glycerol   Penta (Česká republika) 

Glycin   Duchefa Biochemie (Nizozemsko) 

Heptahydrát síranu nikelnatého   Penta (Česká republika) 

Hydroxid sodný  Lachema (Česká republika) 

Chloramfenikol   Sigma (USA) 

Chlorid draselný   Lachema (Česká republika) 

Chlorid sodný   Penta (Česká republika) 

Chlorovodíková kyselina   Lachema (Česká republika) 

Imidazol   Carl Roth GmbH (SRN) 

IPTG (isopropyl-ß-D-thiogalaktosid)   Carl Roth GmbH (SRN) 

Isopropanol   Lachema (Česká republika) 

Kyselina octová Penta (Česká republika) 

Lb agar (luria/miller)   Carl Roth GmbH (SRN) 

Lb medium (luria/miller)   Carl Roth GmbH (SRN) 

Lysozym  New England BioLabs (USA) 

Lysozym   Serva (SRN) 

Methanol   Lachema (Česká republika) 

Methanol   Penta (Česká republika) 

N, N„-methylen-bis-akrylamid   Carl Roth GmbH (SRN) 

Náplně do kolon  Amersham Biosciences (Švédsko) 

Ndei Thermoscientific (USA) 

Peroxodisíran amonný   Carl Roth GmbH (SRN) 

Pfu turb polymerase Stratagene (UK) 
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Pfu turbo buffer Stratagene (UK) 

Pgex-4T-1 Amersham (Švédsko) 

Pka  Promega (USA) 

Pkb  Upstate Biotechnology (USA) 

Precision plus protein dual color standard  Bio-rad (USA) 

Protease inhibitor coctail  Sigma (USA) 

Reakční pufr Tango Thermoscientific (USA) 

Sds Sigma (USA) 

Síran amonný Penta (Česká republika) 

Síran hořečnatý Penta (Česká republika) 

Síran nikelnatý   Penta (Česká republika) 

ß-merkaptoethanol   Carl Roth GmbH (SRN) 

T4 DNA ligasy Thermoscientific (USA) 

TEMED (N,N,N„,N„-tetramethylethylendiamin)   Carl Roth GmbH (SRN) 

TEV proteasa  Sigma (USA) 

Thrombin  Sigma (USA) 

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)   Carl Roth GmbH (SRN) 

Triton X-100 Carl Roth GmbH (SRN) 

Vektor pet-15b  Invitrogen (USA) 

Xho Thermoscientific (USA) 

Xylen cyanol Carl Roth GmbH (SRN) 

  

Oligonukleotidy pro vazebné experimenty 

dsDNA - s motivem DBE   - syntetické oligonukleotidy pro vytvoření 

5’-Biotin-GACTATGTAAACAACGC-3’    Biotinem značené dsDNA s motivem DBE 

            5’-GCGTTGTTTACATAGTC-3’            

dsDNA - s motivem IRE   - syntetické oligonukleotidy pro vytvoření 

5’-Biotin-GACTATCAAAACAACGC-3’    Biotinem značené dsDNA s motivem IRE 

             5’-GCGTTGTTTTGATAGTC-3’            

dsDNA - nevazebný (náhodný) motiv           - syntetické oligonukleotidy pro vytvoření 

5’-Biotin-AACGTATGCTCTAGCCA-3’     Biotinem značené dsDNA s nevazebným 

         5’-TGGCTAGAGCATACGTT-3’          (náhodný) motivem 

   

3.1.3 Přístroje 

Analytické váhy R160V  Sartorius (Německo) 

Centrifuga 5415D, rotor F45-24-11  Eppendorf(SRN) 

Centrifuga 5804R, rotor A-4-44  Eppendorf (SRN) 

Centrifuga K80, rotor S6/6,6  MLW (SRN) 

Horizontální agarózová elektroforéza  Omni-bio (Česká republika) 
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Hplc-akta  Amersham Biosc. (Švédsko) 

Iluminátor UVT 14-M  Herolab (SRN) 

Inkubátor  Melag (SRN) 

Mastercycler Personal  Eppendorf (SRN) 

Peristaltická pumpa  Ismatec (Švýcarsko) 

Ph metr jenway 3505  Feldsted (Velká Británie) 

Sonikátor 3000 Misonix  Cole Parmer (USA) 

Třepačka Orbital incubator  Gallenkamp (Velká Británie) 

UV-VIS absorpční spektrofotometr Agilent 8453  Agilent (USA) 

Vertikální polyakrylamidová elektroforéza  Bio-Rad (USA) 

Vodní lázeň  Memmert (Německo) 

Vortex Zx3  Velp Scientifica (Itálie) 

Zdroj pro horizontální elektroforézu  Omni-bio (Česká republika) 

Zdroj pro vertikální elektroforézu Consort EV243  Sigma-Aldrich (USA) 

Nanodrop Thermoscientific (USA) 

Biflex Bruker-Franzen (SRN) 

Econo column Bio-Rad (USA) 

Proteon XPR36 Bio-Rad (USA) 

Fluorimetr LS50B Perkin Elmer (USA) 

Spectra physics 375 Spectra Physics (USA) 

Hamamatsu R3809U-50 Hamamatsu (Japonsko) 

Spektrofotometr J-810  Jasco (USA) 
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3.2 Metody  

3.2.1 Příprava experimentálního materiálu 

3.2.1.1 Navržení pracovních konstruktů 

 Pracovní konstrukty proteinů byly připraveny tak, aby byly relevantní vzhledem k 

pokusům, aby odpovídaly sekvenci v níž se nacházejí domény a další místa významná 

pro experimenty a zároveň tak, aby je bylo možno připravit v rozpustné formě v buňkách 

E.coli. Začátek a konec sekvence byl zvolen tak, aby nezasahovaly do segmentů 

sekundární struktury.  

 Konstrukty proteinů určené pro specifické zavěšení fluorescenčních sond byly 

navrženy tak, aby jejich sekvence obsahovala pouze jeden cysteinový zbytek. Konstrukty 

proteinů 14-3-3 určené pro tryptofanová fluorescenční měření byly navrženy tak, aby 

neobsahovaly žádné tryptofanové zbytky, zatímco konstrukty proteinů FOXO4 tak, aby 

obsahovaly tryptofanové zbytky pouze na pozicích 173 a 174. 

 Konstrukty FOXO4 proteinů určených pro měření vazebné kinetiky při interakci s 

DNA pomocí metody SPR byly navrženy tak, aby v každém jednom konstruktu bylo 

pozměněno vždy pouze jeden aminokyselinový zbytek zodpovědný za kontakt s 

molekulou DNA a sice tak, aby se tento kontakt netvořil.        

 

3.2.1.2 Příprava pracovních konstruktů 

 Při přípravě komplementární cDNA požadovaného proteinu z genomové knihovny, 

jsou nejprve navrženy oligonukleotidy pro začátek polymerasové reakce (tzv. primery). 

Sekvence primeru je navržena tak, aby obsahovala sekvenci komplementární k námi 

požadovanému začátku (respektive konci) polymerasové reakce (cca 20 bází), dále 

sekvenci specifického štěpícího místa a tři až šest bází přesahu pro nasednutí polymerasy. 

 

5´- xxx xxx/specifické štěpící místo/xxx xxx xxx xxx xxx xxx xx - 3´ 

  

 Při polymerasové řetězové reakci je tímto způsoben utvořen a namnožen úsek dsDNA 

odpovídající námi zvolené sekvenci se specifickými štěpícími místy na jeho koncích. 

 

štěpící místo A/sekvence konstruktu/štěpící místo B  

 

 Vzorek produktu PCR reakce je dále identifikován podle své specifické velikosti při 

horizontální agarózové elektroforéze (popis metody viz kapitola 3.2.1.9 oddíl 13). Celý 

produkt PCR reakce je pak přečištěn pomocí PCR purifikační sady k výslednému 
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 produktu přidány specifické štěpící enzymy A a B a patřičné reakční pufry. Stejné 

specifické enzymy a pufry jsou přidány k roztoku cílového vektoru a obě reakce jsou 

umístěny na určenou dobu do určené teploty. Po uplynutí reakce jsou produkty 

separovány na horizontální agarózové elektroforéze, izolovány z gelu pomocí izolační 

sady a přečištěny pomocí PCR purifikační sady. V purifikovaných roztocích by se v tu 

chvíli měl nacházet insert s tzv. lepivými konci vzniklými rozštěpením palindromatické 

sekvence specifického štěpícího místa a ve druhém roztoku obdobně upravený cílový 

vektor. 

 Z výše zmíněných roztoků a dalších komponent je vytvořena ligační směs, kde dojde 

po inkubaci za určených podmínek ke spojení lepivých konců insertu s lepivými konci 

vektoru. 

 Po uplynutí inkubační doby jsou vzorkem transformovány kompetentní buňky, které 

se dále inkubují na pevném živném médiu (LB Agar). Z narostlých kolonií je odebrána 

kolonie, která je kultivována v tekutém živném médiu (LB médium = medium dle Luria-

Bertani). Z tohoto živného média je izolována plazmidová DNA pomocí plazmidového 

izolační sady. Dále je pomocí vhodného enzymu provedeno specifické kontrolní štěpení, 

jehož výsledek je vizualizován pomocí horizontální agarózové elektroforézy. Vybrané 

vzorky jsou zkontrolovány sekvenací. PCR byla prováděna na přístroji FT GENE 2D 

(Techne). Sekvenace byla prováděna servisním celo-ústavním pracovištěm Středisko 

sekvenování DNA při Mikrobiologickém ústavu Akademie věd České republiky, v.v.i. 

    

Navržená specifická štěpící místa: 

FOXO482-207 

NdeI specifické štěpící místo: CAT ATG 

 

FOXO411-213 

XhoI specifické štěpící místo: CTC GAG 

BamHI specifické štěpící místo: GGA TCC 

 

14-3-3 

NdeI specifické štěpící místo: CAT ATG 

BamHI specifické štěpící místo: GGA TCC 

 

Cílový vektor: 

pET15b (Novagen) (Příloha 5) pro 14-3-3; FOXO482-207 

pGEX-4T-1 (Amersham) (Příloha 5) pro FOXO411-213  
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PCR reakce: 

Složení PCR reakce 

1 l Polymerasa Pfu turbo (Stratagene) (2,5 U.l -1) 

1 l Templátová DNA (cca 40 nM) 

5 l Primer I (10 M) 

5 l Primer II (10 M) 

1 l dNTP (4 M) 

5 l Pfu turbo buffer (Stratagene) (10x konc.) 

33 l dH2O 

- výsledný objem 50 l 

- složení reakčního pufru Pfu turbo buffer: 0,1 M KCl; 0,1 M (NH4)2SO4; 0,2 M Tris-HCl 

(pH 8,8); 2.10-2 M MgSO4; 1% Triton X-100; 1 g.dm-3 BSA 

 

Program PCR reakce 

95 °C.................2 min (iniciační denaturace ds DNA) 

95 °C...............30 s (denaturace dsDNA) 

60 °C...............30 s (nasedání primerů) 

68 °C...............30 s (elongace řetězce) 

68 °C...............10 min (finální extenze) 

  4 °C...............+   

25x cyklus denaturace dsDNA->nasedání primerů-> elongace řetězce  

 

Restrikční štěpení: 

Složení restrikční směsi 

 10 l štěpené DNA  

0,5 l Enzym pro specifické štěpící místo A 

0,5 l Enzym pro specifické štěpící místo B 

   4 l reakční pufr Tango (Thermoscientific)  

- výsledný objem 20 l; inkubace 12 h/37 °C 

- složení reakčního pufru Tango: 33 mM Tris-kys. octová (pH 7.9 při 37 °C); 10 mM 

octan hořečnatý; 66 mM octan draselný; 0.1 mg/mL BSA 

 

Ligace: 

Složení ligační směsi 

10 l DNA insertu 

  2 l DNA vektoru 

  1 l T4 DNA ligasy (Thermoscientific) 

  2 l T4 DNA ligasa reakční pufr (Thermoscientific) 

  5 l dH2O 

- výsledný objem 20 l; inkubace 20 h/RT 

- složení reakčního pufru T4 DNA ligasy: 400 mM Tris-HCl; 100 mM MgCl2; 100 mM 

DTT; 5 mM ATP (pH 7.8 při 25 °C) 
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Další použitý materiál 

Purifikace PCR produktu: Purification Spin Kit (Genomed) 

Extrakce z agarózového gelu: Gel Extraction Spin Kit (Genomed) 

Izolace plazmidové DNA: Plasmid Miniprep Isolation kit (Genomed)    

 

3.2.1.3 Metoda PCR 

 PCR, neboli polymerasová řetězová reakce, je postup využívající schopnosti enzymu 

polymerasy replikovat templátovou molekulu DNA za laboratorních podmínek in vitro s 

minimálními požadavky na průběh reakce. Pro správný průběh reakce je třeba do reakční 

směsi přidat několik základních složek ve vhodných koncentracích. Příliš nízké i příliš 

vysoké koncentrace mohou reakci inhibovat. Složky nutné pro průběh reakce jsou 

následující: 

- templátová DNA, jako předloha pro replikaci 

- směs deoxyribonukleotidů (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), jako stavební     

  materiál 

- enzym DNA polymerasa  

- primer I = oligonukleotid s komplementární sekvencí k požadovanému    

  počátku replikace 

- primer II = oligonukleotid s komplementární sekvencí k požadovanému    

  konci replikace 

- reakční pufr, který vytvoří prostředí o vhodném pH a iontové síle 

 Dále je třeba vhodně nastavit teplotní program, který musí obsahovat kroky za určité 

teploty a v určité době trvání pro: 

- denaturaci dvouvláknové molekuly DNA  

- nasednutí primerů na templátovou DNA 

- polymerasovu replikaci 

 Tyto tři kroky se cyklicky opakují, a tím se geometrickou řadou s kvocientem 2 množí 

replikované molekuly DNA. Mimo to jsou ještě přidávány další kroky pro optimalizaci 

reakce (schéma na Obr. 18). 
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Obr. 18 Průběh prvních tří cyklů reakce PCR. Při polymerasové cyklické reakci PCR 

se cyklicky opakují kroky denaturace DNA, nasednutí primerů a replikace pomocí DNA 

polymerasy.  

  

 Reakce PCR je dnes prováděna plně automatizovanými přístroji, které přesně 

provádějí nastavený teplotní program s vysokou přesností držení teploty až ± 0,4 °C a 

rychlostí změny až 5 °C za 1 s.   

 

3.2.1.4 Cílená bodová mutageneze pomocí PCR 

 Cílená bodová mutageneze je metoda, při níž je pomocí PCR a vhodně navržených 

primerů možné nahradit bázi v sekvenci DNA jinou bází. Tato metoda je velmi delikátní 

a často nevyzpytatelná, jelikož pro zvýšení šance na záměnu báze je třeba pracovat s 

velmi dlouhými primery (pře 30 komplementárních bází), u kterých je velmi nesnadné 

určit teplotu nasedání primeru. V případě, že provádíme několik mutací v jednom úseku 

DNA, nedoporučuje se je zavádět najednou a je třeba tyto mutace generovat postupně. 

Znamená to, že jako templát pro následnou mutagenezi používáme sekvenací ověřenou 

DNA z předchozí mutageneze. Postup přípravy mutantních konstruktů byl převzat z 

komerčně dodávaného setu pro mutagenezi QuikChange kit (Stratagene). 

 

Mutagenezní PCR 

Složení PCR reakce 

1 l Polymerasa Pfu turbo (Stratagene) (2,5 U.l -1) 

5 l Templátová DNA (cca 10 nM) 

1 l Primer I (2,5 M) 

1 l Primer II (2,5 M) 

2,5 l dNTP (1,6 mM) 

5 l Pfu turbo buffer (Stratagene) (10x konc.) 

34,5 l dH2O 

- výsledný objem 50 l 

- složení reakčního pufru Pfu turbo buffer: 0,1 M KCl; 0,1 M (NH4)2SO4; 0,2 M Tris-HCl 

(pH 8,8); 2.10-2 M MgSO4; 1% Triton X-100; 1 g.dm-3 BSA 
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Program PCR reakce 

95 °C.................1 min (iniciační denaturace dsDNA) 

95 °C...............30 s (denaturace dsDNA) 

70 °C...............30 s (nasedání primerů) 

68 °C...............12 s (elongace řetězce) 

68 °C...............12 min (finální extenze) 

  4 °C...............+   

25x cyklus denaturace dsDNA->nasedání primerů-> elongace řetězce  

  

 Cílená bodová mutageneze byla prováděna na PCR přístroji FT GENE 2D (Techne). 

Po ukončení PCR byl k reakci přidán 1 l enzymu DpnI (New England Biolabs) (2,5 U. 

l-1) specificky štěpící methylovanou DNA a směs byla inkubována 2 h při 37 °C. Po 

inkubaci byly DNA transformovány kompetentní buňky E.coli kmene TOP10 pro 

amplifikaci, izolaci a následné ověření inkorporace mutace sekvenací. Sekvenace byla 

prováděna servisním celo-ústavním pracovištěm Středisko sekvenování DNA při 

Mikrobiologickém ústavu Akademie věd České republiky, v.v.i. 

   

3.2.1.5 Elektroforéza na TBE-agarózovém gelu 

 Pro ověření průběhu PCR reakce lze použít metody horizontální agarózové 

elektroforézy. Díky celkovému negativnímu náboji se DNA pohybuje v elektrickém poli 

v nedenaturujícím prostředí směrem k anodě a díky charakteru agarózového gelu dochází 

k rozdělení fragmentů DNA dle velikosti, delší fragmenty DNA migrují gelem pomaleji 

než kratší (Obr. 19).  

 

 

 

Obr. 19 Schematické uspořádání a princip agarózové elektroforézy DNA. Vzhledem 

k celkovému negativnímu náboji molekuly DNA putují fragmenty ke kladně nabité 

elektrodě. Vzhledem k polymerní struktuře gelu putují kratší fragmenty gelem rychleji než 

delší. Pro identifikaci velikostí fragmentů DNA se používá standard se směsí fragmentů 

DNA o známých velikostech. 
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 Tato metoda byla používána, kdykoliv bylo třeba ověřit průběh PCR reakce před 

dalším postupem, nebo zhodnotit DNA fragmenty z hlediska velikosti.  Pro identifikaci 

velikostí fragmentů DNA se používá standard se směsí fragmentů DNA o známých 

velikostech. Pro lepší migrační vlastnosti a manipulaci se vzorkem je ke vzorku 

přidáván 1x koncentrovaný pufr pro přípravu vzorků. 

 

Složení 1% agarózového gelu 

0,45 g  Agaróza Type II (Sigma-Aldrich) 

45 ml   TBE pufr 

 

20 koncentrovaný TBE pufr:                             

 121 g  Tris(hydroxymethyl)aminomethan  

61,7 g  Kyselina boritá 

 7,44 g EDTA 

 - doplněno vodou do 1 litru 

 

6x koncentrovaný Pufr pro přípravu vzorků: 

50%  Glycerol 

0,5% Bromfenolová modř   

0,5% Xylen cyanol 

 

           Vzorky byly připraveny smícháním 8 l roztoku amplifikované DNA se 4 l pufru 

pro přípravu vzorku. Jako standard molekulových hmotností byl použit 1Kb DNA Ladder 

(Invitrogen) vhodný pro identifikaci fragmentů DNA s velikostí od 500 párů bází do 12 

000 párů bází. 

 Elekroforéza byla provedena v horizontální poloze v prostředí 1 koncentrovaného 

TBE pufru po dobu 1 hodiny při napětí 75 V. Po ukončení elektroforézy, byl gel 

inkubován 1 hodinu s roztokem ethidium bromidu o koncentraci 10 g.dm-3. V molekule 

DNA dochází k interkalaci molekul ethidium bromidu, které po ozáření ultrafialovým 

světlem fluoreskují. 

 

3.2.1.6 Transformace kompetentních buněk plazmidovou DNA 

 Transformace bakteriálních buněk je proces, při kterém buňky přijímají cizí 

plazmidovou DNA do svého vnitřního prostředí. V zásadě vychází z přirozené vlastnosti 

bakterií přijímat mikročástice ze svého okolí a replikovat cizorodou DNA společně se 

svou vlastní. Aby byl tento proces urychlen a usnadněn, používá se pro transformaci 

například metoda teplotního šoku.  
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 Pro transformaci byly používány dva kmeny buněk. Pro biologickou amplifikaci DNA 

byl používán kmen E.coli TOP10 (Stratagene), zatímco pro exprese proteinů kmen E.coli 

BL21 (DE3) (Stratagene). 

Transformace kompetentních buněk plazmidovou DNA - postup 

 45 µl roztoku suspenze kompetentních buněk bylo smícháno s 1-5 µl amplifikované 

mutantní plazmidové DNA. Následovala 30 minut inkubace při teplotě 0 C (na ledu). 

Poté následoval teplotní šok: vzorek byl inkubován 45 sekund ve vodní lázni o teplotě 

42 C a následně inkubován 2 minuty na ledu. Dále bylo ke vzorku přidáno 450 µl LB 

media předehřátého na 42 C a vzorek byl inkubován 1 hodinu při 37 °C a konstantních 

otáčkách 190 rpm (z anglického "revolutions per minute"). Následně byla celá reakční 

směs (cca 1ml) nanesena na Petriho misku s LB Agarem (LB Agar s obsahem 

ampicilinu o koncentraci 100 µg.ml-1) a 12 hodin inkubovaná při 37 °C. Agarová miska 

s narostlými koloniemi byla uskladněna při 4 C. Námi používané plazmidy obsahují 

oblast kódující rezistenci na antibiotikum ampicilin. Za přítomnosti ampicilinu v 

živném mediu dojde k vytvoření kolonií pouze těch bakterií, jež byly transformovány 

takovým plazmidem.  

LB médium: 10 g Bacto tryptone, 5 g Bacto-yeast extrakt, 10 g NaCl, pH 

 upraveno pomocí NaOH na hodnotu 7,4, doplněno destilovanou vodou na objem 1 litr 

LB agar: LB médium s obsahem 1,5 % agaru 

 

3.2.1.7 Izolace plazmidové DNA 

 Před samotnou izolací je potřeba namnožit transformované buňky v dostatečném 

množství. Pro izolaci pomocí sady Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit/250“ (Genomed) 

postačí pro dostatečné množství izolované DNA napěstovat 5 ml bakteriální kultury. Za 

tímto účelem bylo připraveno 5 ml sterilního LB média s Ampicilinem (100 µg.ml-1) ve 

zkumavce. Toto médium bylo sterilně naočkováno bakteriemi z jedné kolonie a kultura 

byla inkubována 12 h při teplotě 37 °C a otáčkách 200 rpm. Princip izolace spočívá v 

centrifugaci buněk při 10 000 G (oddělení buněk od LB média), jejich resuspendaci, lyzi 

a odstranění nečistot srážením. Roztok DNA se poté přenese na kolonku s matricí, na níž 

se molekuly DNA zachytí. Následuje promývání aplikací promývacích roztoků v daném 

pořadí a opakované centrifugace. Na závěr se plazmidová DNA eluuje dH2O o teplotě 65 

°C. Získaná plazmidová DNA je skladována při teplotě -20 °C. Sada Jetquick Plasmid 

Miniprep Spin Kit/250“ (Genomed) obsahuje podrobný návod k provedení izolace, 

včetně složení roztoků a veškerý potřebný materiál.  
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3.2.1.8 Exprese pracovních konstruktů 

 Exprese rekombinantních proteinů v buňkách E. coli je možná díky designu expresních 

vektorů, které disponují sekvencemi potřebnými k zahájení exprese v prokaryotickém 

expresním systému. V případě používaného pET-15b je takovou sekvencí T7 promotor. 

Optimální průběh exprese je možné ovlivnit řadou parametrů, jako jsou teplota, délka 

exprese, či složení média. Tyto parametry mohou ovlivnit výtěžek, vnitrobuněčnou 

lokalizaci proteinu i kvalitu exprimovaného proteinu.  

 Pro expresi konstruktů, které jsou předmětem této práce byl používán kmen buněk E. 

coli BL21(DE3) (Invitrogen).  

 

Exprese pracovních konstruktů - postup 

 Před samotnou expresí bylo potřeba připravit očkovací inokulum, tedy 5 ml plně 

narostlé bakteriální kultury s DNA exprimovaného konstruktu. Za tímto účelem byla 

provedena transformace buněk E. coli BL21(DE3), v LB médiu s obsahem antibiotika 

Ampicilinu o koncentraci 100 µg.ml-1, plazmidem se sekvencí požadovaného konstruktu. 

Stěrem z Petriho misky s narostlými transformovanými buňkami byly sterilně 

zaočkovány dvě 5 ml kultury (též s obsahem Ampicilinu o koncentraci 100 µg.ml-1). Tyto 

kultury (tzv. inokula) byly inkubovány při teplotě 37 °C a otáčkách 200 rpm po dobu 12 

h. Po uplynutí této doby byla kultura stočena na centrifuze 10 minut při otáčkách 4000 

rpm. Následně byla kultura resuspendována v 5 ml čerstvého LB média. Každým tímto 

inokulem byl zaočkován 1 L LB média (s obsahem Ampicilinu o koncentraci 100 µg.ml-

1). Takto zaočkovaná kultura byla inkubována při 37 °C a otáčkách 200 rpm do dosažení 

optické denzity (OD) o absorbanci (při vlnové délce 600 nm) rovné 0,6 - 0,8 (obvykle po 

4 - 5 h). Absorbance byla měřena na přístroji HP8542 (Agilent Technologies). V tento 

moment byla indukována exprese proteinu přidáním roztoku IPTG do finální koncentrace 

0,2 - 1 mM. Po indukci byla teplota inkubace snížena na 20 °C a kultura dále inkubována 

20 h. Po uplynutí teto doby byla kultura stočena na centrifuze Refridgerated centrifuge 

K80 (MLW) při 4 °C, otáčkách 3600 rpm po dobu 20 minut. Pelety bakteriální kultury 

byly resuspendovány 35 ml lyzačního pufru (pro složení viz kapitolu 3.2.1.9 oddíl 1) a 

uchovány při teplotě -80 °C.  

 

3.2.1.9 Purifikace pracovních konstruktů 

 Purifikace proteinů, je série metod pro získání roztoku pokud možno co nejčistšího 

proteinu, tedy roztoku maximálně zbaveného všech neproteinových nečistot i dalších 

buněčných proteinů. K čištění proteinu se využívá různých chemických a fyzikálních 

vlastností proteinů (afinita k různým matricím, termo-stabilita, velikost, isoelektrický 
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 bod, rozpustnost proteinu a další), jakož i jeho speciální modifikace například afinitní 

kotvou. Při provádění purifikačních metod se pak nastavují vlastnosti prostředí tak, aby 

se námi purifikovaný protein svými aktuálními fyzikálně chemickými vlastnostmi 

odlišoval o dalších komponent roztoku, zároveň však také tak, aby protein nebyl 

poškozen a zachoval si co nejpřirozenější formu. Využití metod a podmínky purifikace 

se u jednotlivých proteinů liší, proto v této části nejprve obecně popíši princip 

jednotlivých použitých purifikačních metod a teprve v další části uvedu konkrétní 

purifikační postup a podmínky purifikace pro jednotlivé proteinové konstrukty. 

 

1. Sonikace buněk 

 Sonikace je obvykle prvním krokem purifikace proteinu. Dochází při ní k rozbití 

buněčných stěn bakterií ultrazvukem. Aby nedošlo k poškození proteinu, je nutné 

používat pouze omezenou intenzitu ultrazvuku. Stěna bakterií se proto nejprve narušuje 

mechanicky zamražením buněk na -80 °C a následným rozmražením a biochemicky 

působením enzymu lysozymu v přídavku 0,1 mg na 1 ml buněčné kultury. Kultura se při 

sonikaci zahřívá a proto je nutné sonikaci provádět v ledové lázni. Dále je možné protein 

chránit přídavkem inhibitorů proteas, jakým je například PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluorid), protože proteasy v této fázi ještě nebyly z roztoku odstraněny a protein je značně 

vystaven jejich působení. Složení sonikačního (lyzačního) pufru musí být nastaveno také 

vzhledem k dalším purifikačním metodám. Rovněž délka jednoho ultrazvukového pulzu, 

pauzy mezi pulzy a celková délka sonikace musí být nastavena vzhledem k odolnosti 

proteinu a být k němu šetrná. Bezprostředně po samotné sonikaci následuje obvykle 

ultracentrifugace za vysokých otáček. Sonikace byla prováděna na přístroji Misonix 

sonicator (Cole Parmer). 

 

2. Ultracentrifugace 

 Ultracentrifugace je centrifugace za velmi vysokých otáček, kdy veškeré v cytosolu 

nerozpuštěné buněčné komponenty jsou odstředivou silou usazeny na dno centrifugační 

kyvety, zatímco v supernatantu nad takto vzniklou peletou zůstávají veškeré rozpuštěné 

složky. Pokud tedy exprimujeme cytosolický protein, zajímá nás dále právě tento 

supernatant. Pokud exprimujeme proteiny plazmatické membrány, nebo proteiny 

exprimující se do inkluzních tělísek, je předmětem další purifikace peleta nacházející se 

na dně zkumavky. Centrifugace byla provedena u všech konstruktů obdobně, a sice 

rychlostí 13 000 rpm po dobu 45 minut při 4 °C. V našem případě byly purifikovány 

cytosolické proteiny, tedy proteiny nacházející se v supernatantu. Ten byl také okamžitě 

dále zpracován afinitní chromatografií.  
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3. Afinitní chromatografie 

 Afinitní chromatografie v jakémkoliv uspořádání využívá odlišných afinitních 

vlastností proteinů za různých podmínek. Podmínky prostředí jsou nastaveny tak, aby 

námi požadovaný protein měl za daných podmínek nejvyšší afinitu k vazebné matrici a 

obsadil maximum vazebných míst na této matrici. Jedním z parametrů prostředí je tedy 

vazebná matrice. Dalším parametrem je iontová síla prostředí nebo pH prostředí. 

Důležitým parametrem pro čistotu roztoku proteinu získaného touto metodou je poměr 

vazebné matrice k odhadovanému množství proteinu. Pokud použijeme příliš mnoho 

matrice, nabízíme vazebná místa proteinům s nižší afinitou a výsledný roztok jimi bude 

kontaminován. Pokud použijeme příliš málo matrice, neúmyslně si tím snižujeme výtěžek 

metody. Dalším parametrem k ovlivnění výsledku metody je množství a složení 

promývacích roztoků, zejména přídavek elučního pufru do promývacího roztoku v druhé 

fázi promývání. Afinitní chromatografii můžeme provádět gravitačně, pomocí 

peristaltické pumpy nebo s použitím FPLC nebo HPLC přístroje. Výhodou provádění 

afinitní chromatografie na FPLC nebo HPLC přístroji, je možnost lepšího sledování 

průběhu chromatografie a možnost využití gradientové eluce. Ovšem v případě, kdy 

afinitní chromatografie navazuje přímo na sonikaci a ultracentrifugaci, je roztok příliš 

viskózní a nelze těchto přístrojů přímo použít.  

 Při provádění afinitní chromatografie, je nejprve za vazebných podmínek na kolonu s 

aktivovanou a ekvilibrovanou matricí nanesen roztok s purifikovaným proteinem, po té 

je kolona promyta ekvilibračním pufrem, dále ekvilibračním pufrem s malým přídavkem 

elučního pufru a následně je protein eluován elučním pufrem, což je roztok, který navodí 

takové podmínky, že purifikovaný protein ztratí vazebnou afinitu k matrici. Eluce se 

obvykle provádí do jednotlivých mikrozkumavek po malém množství a výsledek je po té 

analyzován například pomocí měření proteinové koncentrace roztoku nebo vertikální 

elektroforézy na akrylamidovém gelu SDS-PAGE.   

      

4. Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze 

 Tento typ afinitní chromatografie využívá chelatačních účinků Ni2+ iontů na 

polypeptidový řetězec tvořený šesti, někdy osmi histidiny (aminokyselina s 

imidazolovým postranním řetězcem). Sekvence kódující takovýto polypeptid je součástí 

expresních vektorů a sekvence proteinů jsou do vektoru zaneseny tak, aby tento řetězec, 

zvaný též afinitní kotva byl součástí exprimovaného proteinu na N-, nebo C- konci. Mezi 

sekvencí samotného proteinu a afinitní kotvy (obecně) se může vyskytovat ještě sekvence 

pro specifické odštěpení afinitní kotvy (například pro štěpení enzymem thrombin). Při 

přípravě matrice na novou chromatografii musí být matrice nabita Ni2+ ionty a 

ekvilibrována roztokem, který vytvoří vhodné prostředí pro navázání proteinu. Pro eluci 
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proteinů z matrice se používá roztok s vyšší koncentrací imidazolu. Volný imidazol má 

větší afinitu k Ni2+ iontům navázaným na matrici a protein s histidinovou kotvou vytěsní.  

   

5. GST afinitní chromatografie 

 Glutathion-S-transferasa (GST) je dalším používaným typem afinitní kotvy, kterou je 

možno exprimovat ve fúzi s proteinem. Při purifikaci se využívá její afinity k matrici 

nabité navázáním Glutathionu (např. GLU-SEPHAROSETM Fast Flow, Amersham 

Biosciences). Protein s fúzní GST se naváže na matrici nabitou Glutathionem a po 

promytí se eluuje redukovaným Glutathionem, který má ke GST vyšší afinitu než 

navázaný Glutathion. Komerčně dodávaná TEV proteasa  (Sigma Aldrich) rovněž 

fůzována s GST i His-tag afinitní kotvou díky čemuž ji lze velmi snadno po štěpení z 

roztoku odstranit.  

 

6. Specifické štěpení thrombinem 

 Thrombin je přirozený enzym z rodiny serin proteas specificky rozpoznávající a štěpící 

sekvenci Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser. Tato sekvence je v expresním vektoru pET-15b 

umístěna za sekvencí histidinové afinitní kotvy, díky čemuž je možné z fúzního proteinu 

histidinovou kotvu odštěpit. Pro správné určení množství použitého thrombinu je nutné 

zjistit přibližnou stávající koncentraci roztoku proteinu. Po přidání patřičného množství 

enzymu je směs inkubována 12 hodin při 4 °C. 

 

7. Specifické štěpení TEV proteasou 

 TEV proteasa (proteasa virů tabákové mozaiky, "Tobacco Etch Virus" (Lucast TS et 

al., 2001) je enzym, který rozpoznává sekvenci Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-(Gly/Ser) a 

specificky ji štěpí mezi Gln a Gly/Ser. Pro použití správného množství TEV proteasy je 

nutné zjistit přibližnou stávající koncentraci proteinu v roztoku. Po té je přidáno patřičné 

množství TEV proteasy (Sigma Aldrich) a vzorek je inkubován po dobu 80 minut při 37 

°C a konstantních otáčkách 190 rpm.   

 

8. Kationtová výměnná chromatografie  

 Kationtová výměnná chromatografie je metoda, která se obecně používá k separaci 

částic nesoucích kladný náboj. Vzhledem k amfipatickému charakteru proteinů lze 

pomocí pH prostředí navodit u purifikovaného proteinu žádoucí náboj. Pomocí on-line 

webových nástrojů pod záložkou ProtParam na webové stránce expasy.org lze na základě 

primární sekvence proteinu určit teoretický izoelektrický bod proteinu (pI) tedy pH při 

kterém má protein teoreticky neutrální náboj. Převedeme-li potom protein do prostředí o 
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 nižším pH, než je jeho pI, bude mít protein celkově kladný náboj. Všechny proteiny, 

které budou mít při tomto pH neutrální, nebo záporný náboj se na matrici určenou k 

zachycení kladně nabitých částic nezachytí. Podstatou separace je tedy elektrostatická 

interakce kladně nabitých částic s negativně nabitou matricí, kterou je naplněna 

chromatografická kolona. Na matrici dochází k výměně kationtů Ni2+
 za proteiny nesoucí 

kladný náboj, jež se na ní za vhodných podmínek váží silnějšími elektrostatickými 

interakcemi. Následná eluce je prováděna pufrem se vzrůstajícím gradientem iontové síly. 

Podobně jako u výše popsaných typů chromatografií je matrice na koloně nejprve 

ekvilibrována vhodným pufrem. Následně je nanesen roztok purifikovaného proteinu. 

Dále je kolona promyta promývacím pufrem a na závěr je protein eluován elučním 

pufrem.  

 

9. Aniontová výměnná chromatografie  

 Aniontová výměnná chromatografie je obdobou kationtové výměnné chromatografie 

s tím rozdílem, že protein je převeden do roztoku o vyšším pH než je jeho pI a tím je u 

něj dosaženo celkového negativního náboje, tudíž se protein váže na kladně nabitou 

matrici.  

 

10. Gelová permeační chromatografie 

 Gelová permeační chromatografie je chromatografická metoda, při které jsou 

molekuly separovány na základě své velikosti ("molekulární hmotnosti") a tvaru. Náplň 

chromatografické kolony tvoří gel obsahující pórovité částice. Molekuly, jejichž průřez 

je menší než průřez pórů gelových částic, vstupují do gelových částic a jejich pohyb 

kolonou je zpomalován oproti pohybu mobilní fáze. Molekuly, které jsou větší než póry 

v gelových částicích, s náplní kolony neinteragují. Obecně platí, že větší molekuly 

projdou kolonou rychleji, než ty menší. Postup gelové permeační chromatografie 

vyžaduje nejprve obvyklou ekvilibraci vodícím pufrem. Dále je na kolonu nanesen roztok 

s purifikovaným proteinem. Objem naneseného vzorku je vzhledem k vlastnostem kolony 

objemově velmi omezen, pokud by se nanášelo více vzorku, než je doporučeno, dojde k 

nekvalitnímu rozdělení proteinů. Gelovou permeační chromatografii lze též použít k 

výměně pufru proteinového roztoku místo dialýzy, nebo k odstranění nízkomolekulárních 

látek. Nevýhodou takovéhoto postupu je naředění vzorku, které je s gelovou permeační 

chromatografií spojeno.   

    

11. Dialýza 

 Dialýza je separační metoda, které lze použít k odstranění nízkomolekulárních látek z 

roztoků proteinů, nebo též ke změně složení roztoku, ve kterém je protein rozpuštěn. Při 
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této metodě se používá membrána tvaru střívka (tzv. dialyzační střevo) s vhodnou 

velikostí pórů. Membrána je nepropustná pro látky větší velikosti, než je velikost pórů 

(proteiny) zatímco nízkomolekulární látky (např. soli, ale třeba i velmi malé proteiny) se 

pohybují přes membránu ve směru klesajícího gradientu elektrochemického potenciálu. 

Proteinové frakce se po jednotlivých purifikačních krocích obvykle dialyzují z toho 

důvodu, že pro další purifikační krok nebo pro další experimenty je nezbytná změna 

složení roztoku, ve kterém je protein rozpuštěn. Dialýza je obvykle prováděna při 4 °C 

ve stonásobném nadbytku dialyzačního roztoku po dobu 8 h.    

 

12. Zkoncentrování roztoku proteinu 

 Některé purifikační metody vzhledem ke své kapacitě vyžadují značně koncentrovaný 

roztok proteinu (např. gelová permeační chromatografie). Navíc při provádění některých 

purifikačních metod může docházet k naředění roztoku proteinu a to zejména během 

eluce proteinu a následné dialýzy. Proto je obvykle v některé fázi purifikace nutné zvýšit 

koncentraci proteinu separováním části rozpouštědla. Také po ukončení purifikace je v 

některých případech nezbytné zvýšit koncentraci proteinu, neboť vyšší proteinová 

koncentrace může být nutná pro další experimenty. Pro zkoncentrování roztoku proteinu 

se mohou použít koncentrátory, kde horní (později blíže ke středu rotoru) část tvoří 

zkumavka, na jejímž dně je umístěná celulosová membrána propustná pro molekuly o 

určité velikosti. Dolní část koncentrátoru tvoří sběrná zkumavka, do které je jímán roztok, 

který během centrifugace projde přes membránu. Pro zkoncentrování všech našich 

proteinových konstruktů byly použity koncentrátory Centrikon s membránou s prostupem 

molekul menších než 10 000 kDa (Milipore).  

 

13. Vertikální elektroforéza SDS - PAGE 

 Vertikální elektroforéza SDS–PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) je metoda, které se používá k vizualizaci a analýze složení proteinového 

roztoku. Účinkem SDS proteiny denaturují a získávají jednotný záporný náboj a 

tyčinkovitý tvar. Díky tomu, že v prostředí SDS mají všechny molekuly proteinů jednotný 

náboj, se při průchodu proudu roztokem pohybují všechny směrem k anodě. 

Polyakrylamidový gel, na který je vzorek nanášen a jenž brání volnému postupu proteinů 

od katody k anodě, obsahuje ve své struktuře póry, jejichž velikost je srovnatelná s 

velikostí proteinů. Molekuly proteinů jsou tak separovány na principu „molekulového 

síta“ vzhledem ke své velikosti neboli molekulové hmotnosti. Malé proteiny se pohybují 

polyakrylamidovým gelem rychleji než velké proteiny. Polyakrylamidový gel má dvě 

části. Kratší část s jamkami pro nanášení vzorků tvořenou řidším gelem, kde dochází 

během migrace k seskupení migrujících proteinů z dané vzorkové jamky, se nazývá  
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zaváděcí nebo též zaostřovací gel (složení viz Tab. 1). Delší část pak tvoří separační gel 

o vhodné hustotě (složení viz Tab. 1). Po určité době od spuštění separace je proces 

zastaven a proteiny jsou vizualizovány barvou obsahující například modř Coomasie, která 

specificky barví proteiny.  

 

Roztoky pro přípravu gelů: 

Pufr pro separační gel (pH 8,8): 

 75 ml 2 mol.dm-3
 Tris-HCl (pH 8,8) 

   4 ml 10% SDS 

 21 ml dH2O 

Pufr pro zaváděcí gel (pH 6,8): 

50 ml 1 mol.dm-3 Tris-HCl (pH 6,8) 

  4 ml 10% SDS 

46 ml dH2O 

 

10x koncentrovaný TBE pufr: 

  50 g Tris-HCl 

144 g Glycin 

  10 g SDS 

- doplněno vodou do 1 litru 

Tab. 1 Příprava 12% akrylamidového gelu pro SDS-PAGE. 

 separační gel zaváděcí gel 

30% Akrylamid 3 ml 0,25 ml 

Pufr + SDS 2 ml 0,5 ml 

dH2O 2,6 ml 1,1 ml 

Persulfát amonný 50 l 25 l 

TEMED 7,5 l 4 l 

 

Roztoky pro vizualizaci proteinů: 

Barvící roztok:  

1g „Coomasie Blue“ R-250 

450 ml Methanol 

450 ml dH2O 

100 ml Kyselina octová 70%  

 

Odbarvovací roztok: 

100 ml Metanol 

100 ml Kyselina octová 70% 

800 ml dH2O 
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Pufr pro přípravu vzorků:      

0,6 ml 1 mol.dm-3  Tris-HCl (pH 6,8) 

   5 ml 50% Glycerol 

   2 ml 10% SDS         

0,5 ml -Merkaptoethanol 

   1 ml 1% Bromfenolová modř 

0,9 ml dH2O 

 

3.2.1.10  Fosforylace proteinů  

 Fosforylace proteinů je reakce, při které je fosfátová skupina (PO4
3-) navázána na 

serinové, nebo Treoninový zbytek za katalytické aktivity vhodné protein-kinasy přičemž 

zdrojem fosfátové skupiny jsou molekuly ATP (adeosin-trifosfát). K fosforylaci FOXO4 

proteinových konstruktů byla použita komerčně dodávaná proteinkinasa PKB 

(specifická aktivita 579 U.mg-1
 o koncentraci 0,4 mg.ml-1) (Upstate Biotechnology). 

Množství použité kinasy se teoreticky řídí vztahem: „1 jednotka (Unit) aktivity PKB 

odpovídá 1 nmol fosfátu navázaného na modelový peptid „Crossite“ o koncentraci 30 µM 

za jednu minutu při 30 °C a v přítomnosti 100 µM ATP“. V našem případě byly 

fosforylovány aminokyselinové zbytky Thr28 a Ser193 v sekvenci proteinu FOXO4. 

Množství použité PKB bylo 9 U na 1 mg proteinu FOXO4. Fosforylace probíhala 2 h 

při 30 °C za přítomnosti 20 mM  MgCl2 a 0,75 mM ATP.  

 

3.2.1.11 Značení sondou 1,5–IAEDANS 

 1,5–IAEDANS(5-((((2-iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalene-1-sulfonová 

kyselina) je fluorescenční sonda, kterou je možné specificky kovalentně navázat na 

cysteinový zbytek v molekule proteinu. Excitační vlnová délka této sondy je 336 nm a 

emisní vlnová délka 490 nm. Tato sonda je vhodná pro svou relativně dlouhou dobu 

života excitovaného stavu, 15 - 20 nanosekund, pro měření časově rozlišené fluorescence 

a díky svému absorpčnímu a emisnímu spektru i pro měření Försterova rezonančního 

přenosu energie (FRET). Na jedné straně se její absorpční spektrum překrývá s emisním 

spektrem tryptofanu a stává se tím akceptorem fluorescence při přenosu energie a na 

druhé straně se její emisní spektrum překrývá s absorpčním spektrem např. fluoresceinu, 

čímž může zastávat roli donoru fluorescence. 

 Všechny proteinové konstrukty značené sondou 1,5-IAEDANS byly nejprve 

dialyzovány proti redukčnímu pufru o složení: 50 mM Tris-HCl (pH = 7,5); 100 mM 

NaCl; 1 mM EDTA a 5 mM DTT.  

 Následně byla provedena několikanásobná dialýza proti pufru pro značení sondou  
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1,5-IAEDANS nebo gelová filtrace rovněž s použitím tohoto pufru za účelem odstranění 

DTT, jež nesmí být při značení přítomno. Pro značení byly použity vždy 1 - 2 mg proteinu 

o přibližné koncentraci 50 µM. Pro značení byl použit čtyřiceti násobný molární nadbytek 

sondy 1,5-IAEDANS (Mr 1,5-IAEDANS je 434,25 g.mol-1).  Reakce byly inkubovány 2 

h při 30 °C a dále byla reakční směs ponechána 12 h při 4 °C. Po uplynutí této doby byla 

přebytečná sonda odstraněna dialýzou proti pufru pro značení a dále purifikována 

gelovou filtrací v prostředí téhož pufru. Účinnost navázání sondy byla ověřena 

spektrofotometricky. Rovněž byl stanoven poměr navázané a volné sondy v roztoku. 

Molární absorpční koeficient sondy při vlnové délce 336 nm je roven 5700 mol-1.dm3.cm-

1. Dále byla provedena korekce pro absorpci sondy při vlnové délce 280 nm. Absorpční 

koeficient při této vlnové délce byl určen z poměru absorbancí volné sondy při  = 336 

nm a  = 280 nm a absorpčního koeficientu při  = 336 nm. Řádně označené proteiny, tj. 

proteiny s poměrem jedna sonda na jednu molekulu proteinu byly použity k dalším 

experimentům. 

Pufr pro značení sondou 1,5-IAEDANS:  

50 mM Tris-HCl (pH = 7,5); 100 mM NaCl; 1 mM EDTA  

  

3.2.1.12 Značení sondou 5-IAF 

 Fluorescenční sonda 5-IAF (5-iodoacetamidofluorescein) (Invitrogen) byla použita 

pro značení monomerních konstruktů 14-3-3, kde při experimentech FRET sloužila jako 

akceptor fluorescence při rezonančním přenosu energie. Pro značení byl použit protein o 

koncentraci 40 µM v pufru: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5); 100 mM NaCl; 1 mM EDTA a 

sonda 5-IAF ve čtyřiceti molárním nadbytku. Směs byla inkubována 8h při 4 °C. 

Nadbytečná sonda byla odstraněna dialýzou proti stejnému pufru jako při gelové 

permeační chromatografii. Stechiometrie navázání sondy byla stanovena změřením 

absorbance při vlnové délce 492 nm s použitím extinkčního koeficientu 78 000 M-1cm-1. 

Efekt značení sondou byl shledán 99 - 100%.  

   

3.2.1.13 Měření koncentrace proteinů 

 Koncentraci proteinů v roztoku lze určit změřením absorbance roztoku při 280 nm. 

Světlo o této vlnové délce je pohlcováno zbytky tryptopfanu, tyrosinu a cysteinu. Při 

známé sekvenci proteinu lze pak určit jeho molární absorpční koeficient a vypočítat 

koncentraci proteinu v roztoku. Absorbance roztoku proteinu se měří proti roztoku o 

stejném složení avšak prostého proteinů. V našem případě byla absorbance měřena na 

přístroji Nanodrop (Thermo Scientific). Molární absorpční koeficient byl určen pomocí 

on-line softwareového nástroje pod záložkou ProtParam na webové stránce expasy.org. 
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3.2.1.14 Hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF 

 Hmotností spektrometrie lze využít k ověření modifikací proteinové sekvence. 

Analyzovaný protein je specificky rozštěpen na definované peptidy, které jsou zachyceny 

na matrici pro použití s metodou MALDI-TOF (MALDI= "Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization", TOF="time-of-flight"). Zachycená částice je společně s matricí 

ionizována dusíkovým laserem, ionty jsou urychleny silným elektromagnetickým polem 

a vstupují do vakua v trubici detektoru letu, kde se pohybují rychlostí danou jejich 

hmotností a nábojem. Zde se měří doba letu částice, z níž se pak vypočte poměr 

molekulové hmotnosti a náboje částice. Porovnáním molekulové hmotnosti 

nemodifikovaných a modifikovaných peptidů lze konstatovat přítomnost modifikace. 

 V našem případě byla takto ověřována fosforylace proteinů a značení fluorescenční 

sondou 1,5-IAEDANS. Měření a analýzu hmotnostní spektrometrie všech modifikací 

provedl RNDr. Miroslav Šulc, PhD., v Mikrobiologickém ústavu AV ČR. Metoda 

MALDI-TOF byla provedena na hmotnostním spektrometru BIFLEX (Bruker-Franzen). 

 

3.2.1.15 Exprese a purifikace proteinových konstruktů FOXO411-213 

1. Exprese proteinu 

 Exprese všech proteinových konstruktů FOXO411-213 probíhala v buňkách E.coli 

BL21(DE3) po dobu 20 h za teploty 20 °C a konstantních otáčkách 200 rpm ve 2 L LB 

média s koncentrací Ampicilinu 100 µg.ml-1. Indukce exprese proběhla přídavkem IPTG 

do finální koncentrace 0,2 mM při OD600 = 0,6 - 0,8. 

 

2. Sklízení buněk 

  Po uplynutí doby exprese proteinu byly buňky peletovány ve velkokapacitní 

centrifuze K80 (MLW) po dobu 20 minut při 4 °C a rychlosti otáček 7500 rpm. Peleta 

buněk byla resuspendována 40 ml pufru pro sonikaci a purifikaci na GST chelatující 

sepharóze a uložen do  -80 °C.  

 

3. Sonikace 

 Sonikace byla provedena v ledové lázni na přístroji Misonix. Suspenze buněk byla 

nejprve vyjmuta z -80 °C a ve studené vodě rozmražena. Poté byl přidán lysozym v 

množství 0,1 mg na 1 ml buněčné suspenze a suspenze byla inkubována na míchadle 20 

minut při 4 °C. Následně byla suspenze sonikována čtyřmi osmiminutovými pulzy, s 

dvouminutovými přestávkami, při výkonu sonikátoru 50 W.  
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4. Ultracentrifugace 

 Ultracentrifugace byla provedena na přístroji Eppendorf 5804R po dobu 45 minut při 

maximálních otáčkách tj. 13 000 rpm a při teplotě 4 °C.  

 

5. GST afinitní chromatografie 

 GST afinitní chromatografie byla provedena s použitím peristaltické pumpy (Ismatec) 

(pouze eluce proteinu byla vždy provedena gravitačně), ve skleněné koloně (Econo 

column, Bio-rad) naplněné 5 ml gelové matrice GST-sepharózou (Amersham 

Biosciences).  Postup purifikace byl následovný: 

 

 1. 20 ml dH2O (promytí, průtok 2 ml/min) 

 2. 20 ml vodící pufr pro GST-Sep. (ekvilibrace, průtok 2 ml/min) 

 3. nanesení sonikátu (průtok 1 ml/min) 

 4. 250 ml vodící pufr pro GST-Sep. (promytí, průtok 2 ml/min) 

 5. 20 ml eluční pufr pro GST-Sep. (eluce) 

 

 Frakce byly sbírány po 1,5 ml a dále analyzovány pomocí SD-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 

 

6. Elektroforéza SDS-PAGE 

 Pro elektroforézu SDS-PAGE byl použit 1mm silný 12% akrylamidový gel s deseti 

jamkami. Celkový objem nanášeného vzorku byl 10 µl (odebráno z 15 µl směsi obsahující 

12 µl roztoku proteinu a 3 µl vzorkového pufru denaturované 60 s při teplotě 100 °C). Do 

1. jamky byl vždy umístěn standard molekulových hmotností (Precision Plus Protein™; 

Bio-rad). Elektroforéza probíhala 50 až 60 minut při napětí 180 V a laboratorní teplotě. 

Po vypnutí přístroje byly vzorky obarveny barvícím roztokem a gel odbarven zahřátým 

odbarvovacím roztokem. Složení roztoků je univerzální pro všechny purifikace a je 

uvedeno v obecném popisu elektroforézy SDS-PAGE (kapitola 3.2.1.9 oddíl 13). Frakce 

obsahující významné množství proteinu v požadované čistotě byly sloučeny v jednu 

směs. 

 

7. Specifické štěpení TEV proteasou 

 Pro specifické štěpení TEV proteasou byla změřena koncentrace purifikovaného 

roztoku, vypočteno přibližné množství exprimovaného FOXO411-213 a přidáno patřičné 

množství TEV proteasy (Promega; c = 10 Uµl-1; aktivita 200 Umg-1). Směs byla 

inkubována po dobu 120 minut při 30 °C a konstantních otáčkách 190 rpm.   
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8. Dialýza  

 Pro další purifikační krok (kationtovou výměnu) byl purifikovaný roztok převeden 

dialýzou do vodícího pufru pro kationtovou výměnu. Dialýza probíhala proti 100 

násobnému objemu purifikovaného roztoku, při 4 °C na míchadle po dobu 12 h. Použita 

byla dialyzační membrána (Visking) s MWCO 10 kDa.     

 

9. Kationtová výměnná chromatografie 

 Kationtová výměnná chromatografie byla prováděna na SP-Sepharóze (Amersham 

Biosciences) s použitím přístroje pro HPLC ÄKTA (Amersham Biosciences). Objem 

kolony naplněné SP-Sepharózou činil 1 ml. Eluce byla prováděna gradientem iontové síly 

od 20% elučního pufru do 100% elučního pufru v rozmezí 10 CV (z anglického "Column 

volume" tedy objem kolony). Postup purifikace byl následovný. 

  

 1. 5 ml dH2O (promytí, průtok 1 ml/min) 

 2. 5 ml vodící pufr pro kat. výměnu (ekvilibrace, průtok 1 ml/min) 

 3. nanesení vzorku (průtok 1 ml/min) 

 4. 2 ml vodící pufr pro kat. výměnu (promytí I., průtok 1 ml/min) 

 5. 2 ml 20% eluční pufr ve vodícím pufru pro kat. (promytí II., průtok 1 ml/min) 

 6. 10 ml gradient 20% - 100% elučního pufru ve vodícím pufru pro kat. (eluce,   

      průtok 1 ml/min) 

 

 Frakce byly sbírány po 1 ml a dále analyzovány pomocí SDS-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 

 

10. Zakoncentrování proteinů 

 Postup dle metody uvedené v kapitole 3.2.1.9 oddílu 12. Konečný objem byl v tomto 

případě 0,5 ml proteinového roztoku.   

 

11. Gelová permeační chromatografie 

 Gelová permeační chromatografie byla prováděna s použitím přístroje pro HPLC 

ÄKTA (Amersham Biosciences) na koloně Tricorn 10/300 s objemem 25 ml naplněné 

nosičem Superdex 75 (Amersham Biosciences). Nanášený vzorek měl vždy maximální 

objem 0,5 ml. Purifikační kolona byla vždy nejprve ekvilibrována pufrem pro gelovou 

permeační chromatografii do ustálení konduktivity prostředí a až po té byl nanesen 

vzorek. Průtok byl nastaven tak, aby tlak v koloně nepřesáhl 1,5 MPa (obvykle 0,5 

ml/min). Eluovaný roztok byl jímán do frakcí po 0,5 ml a dále analyzován na 

elektroforéze SDS-PAGE. 
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12. Další úpravy  

 Měření koncentrace, fosforylace proteinů a značení sondou 1,5-IAEDANS probíhalo 

vždy dle postupu uvedeného u popisu metody. 

 

 

Pufry pro purifikaci konstruktů proteinu FOXO411-213:  

Pufr pro sonikaci a purifikaci na GST-Sep.: 

2x PBS; 10 mM DTT; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF (pH 7,5)  

PBS pufr (10x konc. pufr):  

1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 43 mM; Na2PO4.7H2O; 14 mM KH2PO4 

Vodící pufr pro GST-Sep.:  

20 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,5 mM NaCl; 10 mM DTT; 1 mM  EDTA 

Eluční pufr pro GST-Sep.:  

20 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,5 mM NaCl; 10 mM DTT; 1 mM  EDTA; 10 mM Glutation 

(pH 8,0) 

Vodící pufr kationtové výměny na SP-Sep.:  

50 mM Citrát sodný pH 6,3; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA  

Eluční pufr kationtové výměny na SP-Sep.:  

50 mM Citrát sodný pH 6,3; 1 mM NaCl; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA 

Vodící pufr gelové permeační chromatografie:  

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM DTT; 10% Glycerol 

 

3.2.1.16 Exprese a purifikace proteinových konstruktů FOXO482-207 

1. Exprese 

 Exprese všech proteinových konstruktů FOXO482-207 probíhala v buňkách E.coli 

BL21(DE3) po dobu 20 h za teploty 20 °C a konstantních otáčkách 200 rpm ve 2L LB 

média s koncentrací Ampicilinu 100 µg.ml-1. Indukce exprese proběhla přídavkem IPTG 

do finální koncentrace 0,5 mM při OD600 = 0,6 - 0,8.  

 

2. Sklízení buněk 

  Po uplynutí doby exprese proteinu byly buňky peletovány ve velkokapacitní 

centrifuze K80 (MLW) za dobu 20 minut při 4 °C a rychlosti otáček 7500 rpm. Peleta 

buněk byla resuspendována ve 40 ml pufru pro sonikaci a purifikaci na Ni2+ chelatující 

sepharóze a uložen při -80 °C.  

 



64 

 

3. Sonikace 

 Sonikace byla provedena v ledové lázni na přístroji Misonix. Suspenze buněk byla 

nejprve vyjmuta z -80 °C a ve studené vodě rozmražena. Poté byl přidán lysozym v 

množství 0,1 mg na 1 ml buněčné suspenze a suspenze byla inkubována na míchadle 20 

minut při 4 °C. Následně byla suspenze sonikována čtyřiadvaceti 15 s pulzy, vždy s 30 s 

přestávkami, při výkonu sonikátoru 50 W.  

 

4. Ultracentrifugace 

 Ultracentrifugace byla provedena na přístroji 5804R (Eppendorf) po dobu 45 minut 

při maximálních otáčkách tj. 13 000 rpm a při teplotě 4 °C. 

  

5. Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze 

 Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze byla provedena s použitím 

peristaltické pumpy (Ismatec) (pouze eluce proteinu byla vždy provedena gravitačně) ve 

skleněné koloně (Econo column, Bio-rad) naplněné 5 ml gelové matrice Ni2+ chelatující 

sepharózy (Amersham Biosciences). Postup purifikace byl následovný: 

 

 1. 20 ml dH2O (promytí, průtok 2 ml/min) 

 2. 20 ml vodící pufr pro Ni2+ Sep. (ekvilibrace, průtok 2 ml/min) 

 3. nanesení sonikátu (průtok 1 ml/min) 

 4. 250 ml vodící pufr pro Ni2+ Sep. (promytí I, průtok 2 ml/min) 

 5. 250 ml 10% eluční pufr pro Ni2+ Sep. ve vodícím pufru pro Ni2+ Sep. (promytí II,       

průtok 2 ml/min) 

 6. 20 ml eluční pufr pro Ni2+ Sepharózu (eluce) 

 

 Frakce byly sbírány po 1,5 ml a dále analyzovány pomocí SD-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 

 

6. Elektroforéza SDS-PAGE 

 Pro elektroforézu SDS-PAGE byl použit 1mm silný 12% akrylamidový gel s deseti 

jamkami. Celkový objem nanášeného vzorku byl 10 µl (odebráno z 15 µl směsi obsahující 

12 µl roztoku proteinu a 3 µl vzorkového pufru denaturované 60 s při teplotě 100 °C). Do 

1. jamky byl vždy umístěn standard molekulových hmotností (Precision Plus Protein™; 

Bio-rad). Elektroforéza probíhala 50 až 60 minut při napětí 180 V a laboratorní teplotě. 

Po vypnutí přístroje byly vzorky obarveny barvícím roztokem a gel odbarven zahřátým 

odbarvovacím roztokem. Složení roztoků je univerzální pro všechny purifikace a je 

uvedeno v obecném popisu elektroforézy SDS-PAGE. Frakce obsahující významné 

množství proteinu v požadované čistotě byly sloučeny v jednu směs. 
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7. Specifické štěpení thrombinem 

 Pro specifické štěpení thrombinem byla změřena koncentrace purifikovaného roztoku, 

vypočteno přibližné množství exprimovaného FOXO482-207 a přidáno patřičné množství 

thrombinu (Sigma-Aldrich; c = 1 U.µl-1; specifická aktivita 5 U.mg-1. Směs byla 

inkubována po dobu 12 h při 4 °C.  

 

8. Dialýza  

 Pro další purifikační krok (kationtovou výměnu) byl purifikovaný roztok převeden 

dialýzou do vodícího pufru pro kationtovou výměnu. Dialýza probíhala proti 100 

násobnému objemu purifikovaného roztoku, při 4 °C na míchadle po dobu 12 h. Použita 

byla dialyzační membrána (Visking) s MWCO 10 kDa.     

 

9. Kationtová výměnná chromatografie 

 Kationtová výměnná chromatografie byla prováděna na SP-Sepharóze (Amersham 

Biosciences) s použitím přístroje pro HPLC ÄKTA (Amersham Biosciences). Objem 

kolony činil 1. Eluce byla prováděna gradientem iontové síly od 20% elučního pufru do 

100% elučního pufru v rozmezí 10 CV (z anglického "Column volume" tedy objem 

kolony). Postup purifikace byl následovný. 

 1. 5 ml dH2O (promytí, průtok 1 ml/min) 

 2. 5 ml vodící pufr pro kat. výměnu (ekvilibrace, průtok 1 ml/min) 

 3. nanesení vzorku (průtok 1 ml/min) 

 4. 2 ml vodící pufr pro kat. výměnu (promytí I., průtok 1 ml/min) 

 5. 2 ml 20% eluční pufr ve vodícím pufru pro kat. (promytí II., průtok 1 ml/min) 

 6. 10 ml gradient 20% - 100% elučního pufru ve vodícím pufru pro kat. (eluce,     

      průtok 1 ml/min) 

 

 Frakce byly sbírány po 1 ml a dále analyzovány pomocí SD-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 

 

10. Zakoncentrování proteinů 

 Postup dle metody uvedené v kapitole 3.2.1.9 oddílu 12. Konečný objem byl v tomto 

případě 0,5 ml proteinového roztoku.   

 

11. Gelová permeační chromatografie 

 Gelová permeační chromatografie byla prováděna s použitím přístroje pro HPLC 

ÄKTA (Amersham Biosciences) na koloně Tricorn 10/300 s objemem 25 ml naplněné 
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 nosičem Superdex 75 (Amersham Biosciences). Nanášený vzorek měl vždy maximální 

objem 0,5 ml. Purifikační kolona byla vždy nejprve ekvilibrována pufrem pro gelovou 

permeační chromatografii do ustálení konduktivity prostředí a až po té byl nanesen 

vzorek. Průtok byl nastaven tak, aby tlak v koloně nepřesáhl 1,5 MPa (obvykle 0,5 

ml/min). Eluovaný roztok byl jímán do frakcí po 0,5 ml a dále analyzován na 

elektroforéze SDS-PAGE. 

 

12. Další úpravy  

 Měření koncentrace, fosforylace proteinů a značení sondou 1,5-IAEDANS probíhalo 

vždy dle postupu uvedeného u popisu metody. 

 

Pufry pro purifikaci konstruktů proteinu FOXO482-207: 

Pufr pro sonikaci a purifikaci na Ni2+ Sep.:   

1x PBS; 1 M NaCl; 4 mM β-Merkaptoethanol; 2 mM Imidazol; 1 mM PMSF (pH 7,5)  

PBS pufr (10x konc. pufr):  

1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 43 mM; Na2PO4.7H2O; 14 mM KH2PO4 

Vodící pufr pro Ni2+ Sep.:  

1x PBS; 0,5 M NaCl; 2 mM β-Merkaptoethanol; 2 mM Imidazol (pH 7,5)  

Eluční pufr pro Ni2+ Sep.:  

1x PBS; 0,5 M NaCl; 2 mM β-Merkaptoethanol; 0,6 M Imidazol (pH 8)  

Vodící pufr kationtové výměny na SP-Sep.:  

50 mM Citrát sodný pH 6,3; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA  

Eluční pufr kationtové výměny na SP-Sep.:  

50 mM Citrát sodný pH 6,3; 1 mM NaCl; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA 

Vodící pufr gelové permeační chromatografie:  

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2 mM DTT; 10%Glycerol 

 

3.2.1.17 Exprese a purifikace proteinových konstruktů 14-3-3 

1. Exprese 

 Exprese všech proteinových konstruktů 14-3-3 probíhala v buňkách E.coli 

BL21(DE3) po dobu 20 h za teploty 20 °C a konstantních otáček 200 rpm ve 2L LB média 

s koncentrací Ampicilinu 100 µg.ml-1. Indukce exprese proběhla přídavkem IPTG do 

finální koncentrace 0,2 mM při OD600 = 0,6 - 0,8  
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2. Sklízení buněk 

  Po uplynutí doby exprese proteinu byly buňky peletovány ve velkokapacitní 

centrifuze K80 (MLW) za dobu 20 minut při 4 °C a rychlosti otáček 7500 rpm. Peleta 

buněk byla resuspendována 40 ml pufru pro sonikaci a purifikaci na Ni2+ chelatující 

sepharóze a uložen do -80 °C.  

 

3. Sonikace 

 Sonikace byla provedena v ledové lázni na přístroji Misonix. Suspenze buněk byla 

nejprve vyjmuta z -80 °C a ve studené vodě rozmražena. Poté byl přidán lysozym v 

množství 0,1 mg na 1 ml buněčné suspenze a suspenze byla inkubována na míchadle 20 

minut při 4 °C. Následně byla suspenze sonikována čtyřmi osmiminutovými pulzy, s 

dvouminutovými přestávkami, při výkonu sonikátoru 50 W. 

4. Ultracentrifugace 

 Ultracentrifugace byla provedena na přístroji Eppendorf 5804R po dobu 45 minut při 

maximálních otáčkách tj. 13 000 rpm a při teplotě 4 °C.  

 

5. Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze 

 Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze byla provedena s použitím 

peristaltické pumpy (Ismatek) (pouze eluce proteinu byla vždy provedena gravitačně) ve 

skleněné koloně (Econo column, Bio-rad) naplněné 5 ml gelové matrice Ni2+ chelatující 

sepharózy (Amersham Biosciences). Postup purifikace byl následovný: 

 

 1. 20 ml dH2O (promytí, průtok 2 ml/min) 

 2. 20 ml vodící pufr pro Ni2+ Sep. (ekvilibrace, průtok 2 ml/min) 

 3. nanesení sonikátu (průtok 1 ml/min) 

 4. 250 ml vodící pufr pro Ni2+ Sep. (promytí I, průtok 2 ml/min) 

 5. 250 ml 10% eluční pufr pro Ni2+ Sep. ve vodícím pufru pro Ni2+ Sep. (promytí II,      

průtok 2 ml/min) 

 6. 20 ml eluční pufr pro Ni2+ Sep. (eluce) 

 

 Frakce byly sbírány po 1,5 ml a dále analyzovány pomocí SDS-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 

 

6. Elektroforéza SDS-PAGE 

 Pro elektroforézu SDS-PAGE byl použit 1mm silný 12% akrylamidový gel s deseti 

jamkami. Celkový objem nanášeného vzorku byl 10 µl (odebráno z 15 µl směsi obsahující 

12 µl roztoku proteinu a 3 µl vzorkového pufru denaturované 60 s při teplotě 100 °C). Do 
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1. jamky byl vždy umístěn standard molekulových hmotností (Precision Plus Protein™; 

Bio-rad). Elektroforéza probíhala 50 až 60 minut při napětí 180 V a laboratorní teplotě. 

Po vypnutí přístroje byly vzorky obarveny barvícím roztokem a gel odbarven zahřátým 

odbarvovacím roztokem. Složení roztoků je univerzální pro všechny purifikace a je 

uvedeno v obecném popisu elektroforézy SDS-PAGE. Frakce obsahující významné 

množství proteinu v požadované čistotě byly sloučeny v jednu směs. 

 

7. Specifické štěpení thrombinem 

 Pro specifické štěpení thrombinem byla změřena koncentrace purifikovaného roztoku, 

vypočteno přibližné množství exprimovaného 14-3-3 a přidáno patřičné množství 

thrombinu (Sigma-Aldrich; c = 1 U.µl-1; specifická aktivita 5 U.mg-1). Směs byla 

inkubována po dobu 12 h při 4 °C.   

 

8. Dialýza  

 Pro další purifikační krok (aniontovou výměnu) byl purifikovaný roztok převeden 

dialýzou do vodícího pufru pro kationtovou výměnu. Dialýza probíhala proti 100 

násobnému objemu purifikovaného roztoku, při 4 °C na míchadle po dobu 12 h. Použita 

byla dialyzační membrána (Visking) s MWCO 10 kDa.     

 

9. Aniontová výměnná chromatografie 

 Aniontová výměnná chromatografie byla prováděna na Q-Sepharóze (Amersham 

Biosciences) s použitím přístroje pro HPLC ÄKTA (Amersham Biosciences). Objem 

kolony činil 1 ml. Eluce byla prováděna gradientem iontové síly od 20% elučního pufru 

do 100% elučního pufru v rozmezí 10 CV (z anglického "Column volume" tedy objem 

kolony). Postup purifikace byl následovný. 

  

1. 5 ml dH2O (promytí, průtok 1 ml/min) 

 2. 5 ml vodící pufr pro aniont. výměnu (ekvilibrace, průtok 1 ml/min) 

 3. nanesení vzorku (průtok 1 ml/min) 

 4. 2 ml vodící pufr pro aniont. výměnu (promytí I., průtok 1 ml/min) 

 5. 2 ml 20% eluční pufr ve vodícím pufru pro aniont. (promytí II., průtok 1 ml/min) 

 6. 10 ml gradient 20% - 100% elučního pufru ve vodícím pufru pro aniont. výměnu      

(eluce, průtok 1 ml/min) 

 

 Frakce byly sbírány po 1 ml a dále analyzovány pomocí SD-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu. 
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10. Další úpravy  

 Měření koncentrace, fosforylace proteinů a značení sondou 1,5-IAEDANS probíhalo 

vždy dle postupu uvedeného u popisu metody. 

Pufr pro sonikaci a purifikaci na Ni2+ Sep.:   

1x PBS; 1 M NaCl; 4 mM β-Merkaptoethanol; 2 mM Imidazol; 1 mM PMSF (pH 7,5)  

PBS pufr (10x konc. pufr):  

1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 43 mM; Na2PO4.7H2O; 14 mM KH2PO4 

Vodící pufr pro Ni2+ Sep.:  

1x PBS; 0,5 M NaCl; 2 mM β-Merkaptoethanol; 2 mM Imidazol (pH 7,5)  

Eluční pufr pro Ni2+ Sep.:  

1x PBS; 0,5 M NaCl; 2 mM β-Merkaptoethanol; 0,6 M Imidazol (pH 8)  

Vodící pufr aniontové výměny na Q-Sep.:  

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA  

Eluční pufr aniontové výměny na Q-Sep.:  

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM NaCl; 2 mM  DTT; 1 mM EDTA 

 

3.2.2 Experimentální metody 

3.2.2.1 Měření stacionární fluorescence 

 Měřením stacionární fluorescence, respektive stacionární anizotropie fluorescence je 

možné získat data, která nám při vhodném matematickém zpracování mohou poskytnout 

informaci o disociační konstantě dvou interagujících elementů a tedy o jejich vzájemné 

afinitě. Tato metoda byla použita pro ověření vazebných vlastností různých typů 

komplexů, které byly předmětem experimentů. Pro měření byl vždy jeden z elementů 

komplexu označen fluorescenční sondou. Koncentrace tohoto elementu byla v roztoku 

konstantní, zatímco druhým elementem byl roztok titrován. Po každé titraci byla na 

fluorimetru změřena intenzita fluorescence po excitaci fluorescenční sondy vhodnou 

vlnovou délkou ve dvou navzájem kolmých rovinách. Ze změny poměru těchto intenzit 

byla spočítána dle následujícího vztahu anizotropie fluorescence "r": 

(rovnice 1) 

Kde III představuje intenzitu polarizované fluorescence naměřenou v rovině rovnoběžné 

a I představuje intenzitu polarizované fluorescence naměřenou v rovině kolmé. Frakce 

navázané DNA (FB) byla spočítána na základě vztahu: 

 (rovnice 2), 

kde Q představuje poměr kvantových výtěžků vázaného a volného fluoroforu, rmax je 
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 hodnota anizotropie při saturaci, rOBS je hodnota anizotropie pro každou jednotlivou 

koncentraci ligandu a rOBS je minimální hodnota anizotropie pozorovaná při měření 

volné DNA. 

 Parametr FB byl vynesen do grafu oproti známým koncentracím titrovaného ligandu 

a hodnota disociační konstanty (KD) byla stanovena extrapolací pomocí rovnice: 

(rovnice 3), 

kde KD je hodnota rovnovážné disociační konstanty, [P1] je koncentrace fluorescenčně 

značeného ligandu a [P2] je koncentrace titrovaného ligandu. Porovnáním hodnot KD 

vzorků lze usuzovat na změnu, či zachování vazebných vlastností ligandů.  

Nelineární proložení dat bylo provedeno pomocí Origin 6.0 (Microcal Software Inc.) 

 Vazebné eseje byly měřeny na fluorimetru Perkin Elmer LS50B. Jako fluorescenční 

sondy byly použity sondy: fluorescein, tryptofan a 1,5-IAEDANS. Další detaily a 

nastavení metody jsou pro větší přehled uvedeny u jednotlivých výsledků měření.  

 

3.2.2.2 Měření časově rozlišené fluorescence 

 Jednou z metod pro sledování časově rozlišené fluorescence je metoda opakované 

pulzní excitace, kdy délka excitačního pulzu je obvykle kratší, než doba dohasínání 

fluorescence, což umožňuje analyzovat časové závislosti měřených parametrů. Díky 

tomu lze sledovat pokles intenzity fluorescence v čase, která je relativní a nemusí záviset 

na skutečné hodnotě intenzity fluorescence, a která je navíc závislá na vlastnostech okolí 

sondy. Zásadní sledovanou veličinou je střední doba života excitovaného stavu molekuly 

"", tj. doba mezi excitací molekuly (absorpcí fotonu) a emisí světla při návratu molekuly 

do základního stavu. Doba dohasínání je nezávislá na koncentraci vzorku a naopak závislá 

na okolním prostředí a může být použita k určení polarity prostředí, pH, teploty, 

koncentrace iontů, či přítomnosti zhášedla. 

Při použití pulzní metody je vzorek excitován krátkým pulzem s trváním mnohem 

kratším, než je doba dohasínání fluorescence . Závislost intenzity fluorescence na čase 

je použita pro výpočet doby dohasínání . Pro záznam časově rozlišené fluorescence se 

používá metoda "Počítání fotonů" ("Time-Correlated Single Photon Counting" (TSCP)), 

což znamená, že se měří čas mezi excitačním pulzem a zaznamenáním emitovaného 

fotonu na detektoru čímž se vytvoří časová distribuce fotonů. Porovnáním křivek různých 

vzorků, nebo z parametrů křivky proložené touto distribucí lze extrahovat řadu dalších 

informací o okolí fluorescenční sondy nebo o dynamice a rotaci molekul (Lakowicz JR, 

2006).  

Měření časově rozlišené fluorescence bylo uskutečněno ve spolupráci s 

Doc. RNDr. Petrem Heřmanem, CSc. a Doc. RNDr. Jaroslavem Večeřem, CSc. 
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z Fyzikálního Ústavu Matematicko-Fyzikální fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Pro 

měření byl použit přístroj se zdrojem barvivového laseru (Spectra Physics, model 375), a 

detektorem pro počítání fotonů s fotonásobičem (Hamamatsu, R3809U-50). Šířka 

vstupních a výstupních štěrbin paprsku byla nastavena na 15 nm. Před první z těchto 

štěrbin byl umístěn barevný filtr (Zeiss, UG1) k odstranění rozptýleného světla. Jako 

fluorescenční sondy byly použity sondy: fluorescein, tryptofan a 1,5-IAEDANS. 

  

Sledování dohasínání intenzity fluorescence   

 Dohasínání intensity fluorescence bylo vždy získáváno pod tzv. "magickým" úhlem, 

kdy měřené hodnoty intensity fluorescence I(t) nezávisí na rotační difuzi fluoroforu a 

poskytují nezkreslenou informaci o středních dobách života excitované molekuly. Při 

výpočtu střední doby života se předpokládal exponenciální průběh dohasínání 

fluorescence dle rovnice: 

(rovnice 4), 

kde i a i jsou doby života fluorescence a korespondující amplitudy. Hodnota I(t) byla 

analyzována metodou maximální entropie ("singular value decomposition - maximum 

enthropy method", SVD-MEM). Pro výpočet bylo vybráno 100 hodnot i v rozmezí 20 

ps až 20 ns. Průměrná doba života byla dále spočítána ze vztahu 

(rovnice 5) 

Frakční intenzity fi byly vypočítány dle následujícího vztahu: 

(rovnice 6), 

kde fi představuje frakční intenzitu i-té složky i.  

 

Sledování dohasínání anizotropie fluorescence  

 Parametry dohasínání anizotropie fluorescence r(t) byly získány z polarizované 

rovnoběžné III a kolmé I složky dohasínání. Data byla analyzována metodou  maximální 

entropie s použitím následujících vztahů:  

(rovnice 7), 

kde βi představuje distribuci korelačních časů φi. Součet hodnot βi je roven počáteční 

anizotropii r0: 
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(rovnice 8) 

 Pro výpočet bylo použito 100 korelačních časů φ rovnoměrně rozprostřených po 

logaritmické stupnici v rozmezí 100 ps až 500 ns.  

  

Zhášení fluorescence sondy AEDANS (quenching) 

 Pro analýzu přístupnosti sondy 1,5-IAEDANS byla využita metoda zhášení 

fluorescence. K roztoku proteinového komplexu byl přidán akrylamid v různých 

koncentracích [Q] jako "zhášedlo" fluorescence a byl sledován jeho účinek na dobu 

excitovaného stavu sondy AEDANS na volném FOXO4 a FOXO4 v komplexu s 

proteinem 14-3-3. Data ze zhášené časově rozlišené fluorescence byla analyzována 

Sternovou-Volmerovou rovnicí: 

(rovnice 9), 

kde  0 a  představují průměrnou dobu života excitovaného stavu za nepřítomnosti a 

v přítomnosti zhášedla. Ksv a kq jsou Sternova-Volmerova konstanta a bimolekulární 

zhášecí konstanta.  

  

Měření Försterova resonančního přenosu energie (FRET) 

 Metodu rezonančního přenosu energie mezi donorem fluorescence a jejím akceptorem 

lze využít k výpočtu průměrné vzdálenosti těchto dvou molekul. Průměrná účinnost 

přenosu energie E byla spočítána z průměrné doby excitovaného stavu molekuly donoru 

fluorescence (AEDANS) za nepřítomnosti (D) a přítomnosti (DA) akceptoru 

fluorescence (fluorescein).  

(rovnice 10) 

Průměrná vzdálenost mezi donorem a akceptorem fluorescence byla spočítána pomocí 

vztahu: 

(rovnice 11), 

kde R0 je Försterův kritický poloměr. Ten je dán rovnicí: 

(rovnice 12), 

kde n je index lomu prostředí, QD je kvantový výtěžek emise donoru při absenci 

akceptoru, 2 je orientační faktor a J() je překryvový integrál fluorescence donoru a 

absorpce akceptoru, který má podobu: 

(rovnice 13), 
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kde FD() a a() představují intenzity fluorescence donoru a molární absorpční 

koeficient akceptoru při vlnové délce a optické dráze 1 cm.  

 

3.2.2.3 Metoda SPR 

  Metoda povrchové resonance plazmonu SPR (z anglického Surface Plasmon 

Resonance) je metoda, při které se měří změna indexu lomu na tenké vrstvě zlaceného 

povrchu (tzv. čipu). Tato změna indexu lomu je proporcionální k okamžité koncentraci 

látek na povrchu čipu. Tato metoda umožňuje nejen určení rovnovážné disociační 

konstanty (KD), ale i pro měření kinetických disociačních (kD) i asociačních konstant (kA). 

Samotné uspořádání metody je takové, že na čip (sklo potažené tenkou zlatou vrstvou) je 

navázán ligand, přes který proudí vodící roztok s analytem (tedy látkou vázající se na 

ligand). Na tenké zlaté vrstvě je snímána změna indexu lomu a z odpovědí se vytváří 

senzogram, který lze později analyticky zpracovat. Při studiu interakce FOXO4 s DNA 

byl pro analýzu dat byl použit jednak Langmuirův kinetický model popisující přímé 

utvoření komplexu (AB) z proteinu (A) a DNA (B). 

(rovnice 14), 

kde ka a kd představují asociační a disociační konstanty. Dále byl použit tzv. dvou-

stavový model (vhodný za předpokladu konformačních změn), který popisuje vytvoření 

komplexu AB ve dvou krocích. 

(rovnice 15), 

kde [AB]* reprezentuje komplex v „tranzitním“ stavu a AB ve stavu konečném (Krauss 

G et al., 1976; Lipschultz CA et al., 2000). Parametry ka1 a kd1 představují asociační a 

disociační konstanty prvního kroku (vytvoření komplexu), zatímco ka2 a kd2 představují 

asociační a disociační konstanty druhého kroku (konformační změny). Rovnovážná 

disociační konstanta pro Langmuirův model byla stanovena rovnicí: 

(rovnice 16) 

Rovnovážná disociační konstanta pro dvou-stavový model byla stanovena rovnicí: 

(rovnice 17) 

 Měření byla prováděna na přístroji  ProteOn XPR36 Protein Interaction Array System 

(Bio-rad, Hercules), na LCP čipu s povrchem s navázaným neutravidinem ve spolupráci 

s Mgr. Ladislavem Bumbou, Ph.D. Na LCP čip s povrchem upraveným pro navázání 

vzorků s konjugovaným Biotinem na 5´konci byla navázána biotinylovaná dsDNA (VBC 
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Biotech) s motivem IRE (5′-GACTATCAAAACAACGC-3′), DBE (5′-

GACTATGTAAACAACGC-3′) a náhodným (5′-AACGTATGCTCTAGCCA-3′) pro 

negativní kontrolu. dsDNA byla připravena ze směsi dvou komplementárních 

oligonukleotidů v poměru 1:1 zahřátím na 70 °C po dobu 10 min a pomalým zchlazením 

(po dobu 20 min.) na laboratorní teplotu. Takto připravená dsDNA byla naředěna na 

finální koncentraci 100 nM v pufru PBS s 0,05% Tween20 a zachycena na čip při průtoku 

30 µl/min. Celková doba průtoku byla 2 minuty. Slabě navázaný materiál byl z čipu 

odstraněn promytím 2x 60 µl 2M NaCl. Takto připravený čip by konfrontován se vzorky 

FOXO482-207 postupně o koncentracích: 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM; 200 nM 

naředěných ve vodícím pufru o složení: 20 mM Tris-HCl (pH 7.5); 150 mM NaCl; 0.1 

mM EDTA; 2 mM DTT; 0.005% Tween-20. 

 Všechna měření byla prováděna za teploty 25 °C a průtoku 25 - 75 µl/min. Mezi 

jednotlivými měřeními byl povrch čipu regenerován 100 µl 2M NaCl. Získané 

senzogramy byly korelovány vzhledem k pozadí pomocí bodů na čipu, které nejsou 

vystaveny navázání ligandu, ale jsou vystaveny toku analytu a dále odečtením hodnot 

získaných na kanálech 1 - 5, kde probíhala slepá injekce.   

 

3.2.2.4 CD spektroskopie 

 Lineárně polarizované světlo lze rozložit na levotočivou a pravotočivou složku 

kruhově polarizovaného světla. Obě tyto složky procházejí prostředím lehce odlišnou 

rychlostí, čímž dochází ke stáčení roviny polarizovaného světla. Obě tyto složky jsou také 

jinak absorbovány opticky aktivními látkami a rovině polarizované světlo se mění na 

elipticky polarizované. Pokud pozorujeme rozdíl v molárních absorpčních koeficientech 

pro levo- a pravotočivou složku, hovoříme o tzv. cirkulárním dichroismu (CD). Analýza 

CD spekter může přinést informaci o sekundární struktuře studovaného proteinu a jejích 

případných změnách. 

 CD spektra studovaných proteinových konstruktů byla měřena v křemenné kyvetě s 

optickou dráhou 1 mm (Agilent) pomocí spektrofotometru J-810 (Jasco). Měřená 

spektrální oblast byla v rozmezí 200 - 320 nm s přechodovou rychlostí 10 nm/min. 

Reakční čas byl 8 s, rozlišení 1 nm, šířka vlnového pásma rovněž 1 nm a citlivost 100 

mdeg. Konečné spektrum bylo získáno jako průměr 5 měření. Dále bylo spektrum 

korelováno na základní hladinu odečtením spektra roztoku prostého polypeptidů. Spektra 

byla zaznamenána při laboratorní teplotě v pufru následujícího složení: 20 mM Tris-HCl 

(pH = 7,5); 150 mM NaCl; 0,1 mM EDTA; 2 mM 2-merkaptoetanol a 10% (w/v) glycerol. 

Koncentrace proteinových konstruktů FOXO4-DBD byla 6 µM. 
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4 Výsledky 

4.1 Příprava pracovních konstruktů 

4.1.1 Příprava expresních vektorů a cílená bodová mutageneze 

 Výsledkem přípravy expresních vektorů a cílené bodové mutageneze byla řada cDNA 

pracovních konstruktů individuálně designovaných pro experimenty. Tato cDNA byla 

ověřena sekvenací ve Středisku sekvenování DNA při Mikrobiologickém ústavu 

Akademie věd České republiky, v.v.i.  

 

4.1.2 Purifikace proteinových konstruktů 

 Pracovní konstrukty byly purifikovány dle popsaných metod. Pro ilustraci zde 

předložím výsledky průběhu a závěru purifikace vždy jednoho zástupce skupiny 

konstruktů purifikovaných stejným způsobem. 

 

4.1.2.1 Purifikace proteinových konstruktů FOXO482-207 

1. Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze 

 Průběžným znázorněním výsledků purifikace proteinových konstruktů FOXO482-207 

na Ni2+ chelatující sepharóze je obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 20). 

Jako standard molekulových hmotností byl použit Precision Plus Protein™ Dual Color 

Standards (Bio-Rad) 

 

Obr. 20 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE afinitní chromatografie 

FOXO482-207 na Ni2+ chelatující sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE 

jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat na 

koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 
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 Takovýto výsledek ukazuje na to, že frakce analyzované ve 3. a 4. dráze z leva mají 

dostatečnou čistotu a koncentraci pro další purifikaci. 

 

2. Specifické štěpení thrombinem 

 Výsledkem štěpení His-tag afinitní kotvy specificky enzymem thrombinem je 

proteinový konstrukt bez této afinitní kotvy a tedy s nižší molekulovou hmotností. 

Úspěšnost této úpravy byla ověřena pomocí elektroforézy SDS-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu jejíž výsledek demonstruje obrázek 21. Jako standard molekulových 

hmotností byl použit Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad).  

 

 

Obr. 21 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE specifického štěpení 

thrombinem.  Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE jsou obarveny modře. Z poklesu 

molekulové hmotnosti vzorku po inkubaci s thrombinem (3. dráha) oproti neštěpenému 

vzorku (2. dráha) lze usuzovat, že odštěpení histidinové afinitní kotvy proběhlo v pořádku. 

 

3. Kationtová výměnná chromatografie  

 Průběžným znázorněním výsledků kationtové výměnné chromatografie na SP-

Sepharóze je grafický záznam závislosti absorbance na objemu pufru prošlého kolonou 

(Obr. 22) a obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 23). Jako standard 

molekulových hmotností byl použit Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-

Rad).  
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Obr. 22 Chromatografický záznam eluce kationtové výměnné chromatografie 

FOXO482-207.  Eluce proteinu je zachycena pomocí jednotek AU ("Absorbance Unit")  

(modrá křivka) vzhledem k průtoku pufru. Z chromatogramu je patrná distribuce proteinu 

v jednotlivých frakcích. Dále je možné sledovat křivku stoupajícího gradientu elučního 

pufru (zelená křivka) a křivku stoupající konduktivity roztoku, což je způsobeno stoupající 

iontovou silou protékajícího pufru. Pro další purifikaci byly použity frakce 13 až 19.  

 

 

Obr. 23 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE kationtové výměnné 

chromatografie FOXO482-207 na SP-Sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-

PAGE jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat 

na koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 

 

4. Gelová permeační chromatografie  

 Průběžným znázorněním výsledků gelové permeační chromatografie na Seperdex 75 

je grafický záznam závislosti absorbance na objemu pufru prošlého kolonou (Obr. 24) a 
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obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 25). Jako standard molekulových 

hmotností byl použit Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad). 

 

 

Obr. 24 Chromatografický záznam gelové permeační chromatografie FOXO482-207. 

Eluce proteinu je zachycena pomocí jednotek AU ("Absorbance Unit") (modrá křivka) 

vzhledem k průtoku pufru. Z chromatogramu je patrná distribuce proteinu v jednotlivých 

frakcích. Pro další purifikaci byly použity frakce 7 až 9.  

 

Obr. 25 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE gelové permeační 

chromatografie FOXO482-207 na koloně Superdex 75. Proteiny v akrylamidové gelu 

SDS-PAGE jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze 

usuzovat na koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard 

molekulových hmotností. 

 

 Výsledkem purifikace konstruktů FOXO482-207 bylo obvykle 5 - 10 mg proteinu 

požadované čistoty a koncentrace 2 - 4 mg/ml. 

 



79 

 

4.1.2.2 Purifikace proteinových konstruktů FOXO411-213 

1. Afinitní chromatografie na GST sepharóze 

 Průběžným znázorněním výsledků purifikace proteinových konstruktů FOXO411-213 

na GST sepharóze je obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 26). Jako 

standard molekulových hmotností byla použita směs proteinů o molekulových 

hmotnostech 97 kDa, 67 kDa, 45 kDa a 29 kDa. 

 

 

Obr. 26 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE afinitní chromatografie 

GST-FOXO411-213 na GST sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE jsou 

obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat na 

koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 

 

 Takovýto výsledek ukazuje na to, že frakce analyzované v 5. a 6. dráze z leva mají 

dostatečnou čistotu a koncentraci pro další purifikaci. 

 

2. Specifické štěpení TEV proteasou 

 Výsledkem štěpení GST afinitní kotvy specificky enzymem TEV proteasou je 

proteinový konstrukt bez této afinitní kotvy a tedy s nižší molekulovou hmotností. 

Úspěšnost této úpravy byla ověřena pomocí elektroforézy SDS-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu jejíž výsledek demonstruje obrázek 27. Jako standard molekulových 

hmotností byla použita směs proteinů s proteiny o molekulových hmotnostech 97 kDa, 

67 kDa, 45 kDa a 29 kDa. 
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Obr. 27 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE specifického štěpení TEV 

proteasou. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE jsou obarveny modře. Z poklesu 

molekulové hmotnosti vzorku po inkubaci s TEV proteasou (3. dráha) oproti neštěpenému 

vzorku (2. dráha) lze usuzovat, že odštěpení GST fůzního proteinu proběhlo v pořádku. 

 

3. Kationtová výměnná chromatografie  

 Průběžným výsledkem kationtové výměnné chromatografie na SP-Sepharóze je 

grafický záznam závislosti absorbance na objemu pufru prošlého kolonou (Obr. 28) a 

obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 29). Jako standard molekulových 

hmotností byla použita směs proteinů s proteiny o molekulových hmotnostech 29 kDa, 

21 kDa, 12,5 kDa a 6,5 kDa.  

 

Obr. 28 Chromatografický záznam eluce kationtové výměnné chromatografie 

FOXO411-213. Eluce proteinu je zachycena pomocí jednotek AU ("Absorbance Unit") 

(modrá křivka) vzhledem k průtoku pufru. Z chromatogramu je patrná distribuce proteinu 

v jednotlivých frakcích. Dále je možné sledovat křivku stoupající konduktivity  elučního 

pufru (hnědá křivka), což je způsobeno stoupající iontovou silou elučního pufru. Pro další 

purifikaci byly použity frakce A11 až B4.  
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Obr. 29 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE kationtové výměnné 

chromatografie FOXO411-213 na SP-Sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-

PAGE jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat 

na koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 

 

4. Gelová permeační chromatografie  

 Průběžným výsledkem gelové permeační chromatografie na Superdex 75 je grafický 

záznam závislosti absorbance na objemu pufru prošlého kolonou (Obr. 30) a obarvený 

12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 31). Jako standard molekulových hmotností 

byla použita směs proteinů s proteiny o molekulových hmotnostech 29 kDa, 21 kDa, 12,5 

kDa a 6,5 kDa.  

 

Obr. 30  Chromatografický záznam gelové permeační chromatografie FOXO411-213. 

Eluce proteinu je zachycena pomocí jednotek AU ("Absorbance Unit") (modrá křivka) 

vzhledem k průtoku pufru. Z chromatogramu je patrná distribuce proteinu v jednotlivých 

frakcích. Pro další použití jsou vhodné frakce přibližně 30 až 100 % maxima hlavního 

píku, tedy frakce B1 až B6. Ve frakcích A5 až A12 se předpokládá přítomnost 

agregovaného proteinu. 
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Obr. 31 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE gelové permeační 

chromatografie FOXO411-213 na koloně Superdex 75. Proteiny v akrylamidové gelu 

SDS-PAGE jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze 

usuzovat na koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard 

molekulových hmotností. 

 

 Výsledkem purifikace konstruktů FOXO411-213 bylo obvykle 4 - 6 mg proteinu 

požadované čistoty a koncentrace 2 - 3 mg/ml. 

 

4.1.2.3 Purifikace proteinových konstruktů 14-3-3 

1. Afinitní chromatografie na Ni2+ chelatující sepharóze 

 Průběžným znázorněním výsledků purifikace proteinových konstruktů FOXO482-207 

na Ni2+ chelatující sepharóze je obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 32). 

Jako standard molekulových hmotností byla použita směs proteinů s proteiny o 

molekulových hmotnostech 97 kDa, 67 kDa, 45 kDa a 29 kDa. 

 

Obr. 32 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE afinitní chromatografie 

14-3-3 na Ni2+ chelatující sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE jsou 

obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat na 

koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 

 Takovýto výsledek ukazuje na to, že frakce analyzované v drahách 2 - 6 (z leva) 

mají dostatečnou čistotu a koncentraci pro další purifikaci. 
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6. Specifické štěpení thrombinem 

 Výsledkem štěpení His-tag afinitní kotvy specificky enzymem thrombinem je 

proteinový konstrukt bez této afinitní kotvy a tedy s nižší molekulovou hmotností. 

Úspěšnost této úpravy byla ověřena pomocí elektroforézy SDS-PAGE na 12% 

akrylamidovém gelu jejíž výsledek demonstruje obrázek 33. Jako standard molekulových 

hmotností byla použita směs proteinů o molekulových hmotnostech 97 kDa, 67 kDa, 45 

kDa a 29 kDa. 

 

 

Obr. 33 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE specifického štěpení 

thrombinem.  Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE jsou obarveny modře. Z poklesu 

molekulové hmotnosti vzorku po inkubaci s thrombinem (3. dráha) oproti neštěpenému 

vzorku (2. dráha) lze usuzovat, že odštěpení His-tag afinitní kotvy proběhlo v pořádku. 

 

7. Aniontová výměnná chromatografie  

 Průběžným výsledkem aniontové výměnné chromatografie na SP-Sepharóze je 

grafický záznam závislosti absorbance na objemu pufru prošlého kolonou (Obr. 34) a 

obarvený 12% akrylamidový gel z SDS-PAGE (Obr. 35). Jako standard molekulových 

hmotností byla použita směs proteinů o molekulových hmotnostech 97 kDa, 67 kDa, 45 

kDa a 29 kDa. 
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Obr. 34 Chromatografický záznam eluce aniontové výměnné chromatografie 14-3-

3 na Q-Sepharóze. Eluce proteinu je zachycena pomocí jednotek AU ("Absorbance 

Unit") (modrá křivka) vzhledem k průtoku pufru. Z chromatogramu je patrná distribuce 

proteinu v jednotlivých frakcích. Dále je možné sledovat křivku stoupajícího gradientu 

elučního pufru (zelená křivka). Pro další purifikaci byly použity frakce A7 až A9.  

 

 

Obr. 35 12% akrylamidový gel elektoroforézy SDS-PAGE aniontové výměnné 

chromatografie 14-3-3 na Q-Sepharóze. Proteiny v akrylamidové gelu SDS-PAGE 

jsou obarveny modře. Z velikosti a počtu pásů v jednotlivých drahách lze usuzovat na 

koncentraci a čistotu frakcí. V první dráze zleva je umístěn standard molekulových 

hmotností. 

 

 Výsledkem purifikace konstruktů 14-3-3 bylo obvykle 5 - 10 mg proteinu 

požadované čistoty a koncentrace 2 - 4 mg/ml. 
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4.2 Ověření vlastností proteinových konstruktů FOXO4 

4.2.1 Ověření strukturní integrity proteinových konstruktů 

FOXO4-DBD pomocí CD spektroskopie 

 CD spektroskopie byla použita pro ověření integrity proteinových konstruktů FOXO4-

DBD. Vzhledem ke změnám v primární struktuře proteinů existovala určitá 

pravděpodobnost, že jejich sekundární struktura a integrita by mohla doznat podstatných 

změn. Tato obava se ovšem v případě našich proteinových konstruktů ukázala jako lichá 

a všechny studované proteinové konstrukty si udržely stabilní a v dostatečné míře 

nepozměněnou strukturu, jak ukazuje shrnutí proměřených CD spekter na následujícím 

obrázku (Obr. 36). 

 

Obr. 36 Srovnání CD spekter vybraných proteinových konstruktů FOXO4-DBD s 

CD spektrem s FOXO4-DBD WT. Grafické vyjádření proměření CD spekter vybraných 

proteinových konstruktů ukazuje srovnání a shodu CD spektra vybraného proteinového 

konstruktu (černá křivka) s křivkou CD spektra FOXO4-DBD WT (červená křivka). Ze 

shrnutí je patrné, že charakter křivky se nemění, což ukazuje na nezměněnou strukturu 

mutantních forem FOXO4-DBD. 
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4.2.2 Ověření vazebných vlastností proteinových konstruktů 

 Abychom měli jistotu, že výsledky experimentů budou správně interpretovány, bylo 

třeba nejprve ověřit, že jejich biologická funkce nebyla nezbytnými úpravami pozměněna 

a proteinové konstrukty váží své vazebné partnery s nezměněnou afinitou. 

 

4.2.2.1 Ověření DNA vazebných vlastností konstruktů FOXO411-213  

 Konstrukty proteinu FOXO4 byly použity jak pro experimenty v komplexu s DNA, 

tak v komplexu se 14-3-3. Při měření DNA vazebných vlastností proteinových 

konstruktů FOXO411-213 byly použity následující konstrukty FOXO411-213: WT; W-

mutant (tryptofany pouze na pozici 173 a 174); single Cys92; single Cys142; single Cys155; 

single Cys183. 

 Jako vazebný partner byla použita dsDNA s motivem DBE značená fluorescenční 

sondou fluorescein: 

5´fluorescein-GCGTTGTTTACGC 3´  

                 5´GCGTAAACAACGC 3´ 

o koncentraci v kyvetě 100 nM. FOXO411-213 byl ve zvyšující se koncentraci titrován k 

roztoku dsDNA v kyvetě a po každé titraci byla změřena fluorescence při excitaci vzorku 

vlnovou délkou 494 nm. Emise byla měřena při vlnové délce 520 nm na přístroji 

PerkinElmer LS50B. Měření probíhala při 17 °C v pufru: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5); 100 

mM NaCl; 1 mM EDTA. 

 Výsledkem měření byly vazebné izotermy, které nám poskytly informaci o 

rovnovážné disociační konstantě (KD) komplexů FOXO4 s dsDNA. Pro všechny 

připravené FOXO411-213 proteiny byly získány hodnoty KD v rozmezí 28 - 42 nM. To je 

plně srovnatelné s KD získanou pro FOXO411-213 WT (KD = 34  6 nM) (Silhan et al., 

2009). Na základě těchto hodnot lze usuzovat na nezměněné vazebné vlastnosti 

konstruktů vzhledem k dsDNA s motivem DBE. Na obrázku 37 jsou znázorněny příklady 

vazebných izoterm pro konstrukty FOXO411-213 single Cys92
 a FOXO411-213 single Cys155 

a jejich srovnání s vazebnou izotermou FOXO411-213 WT.  
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Obr. 37 Vazebné izotermy pro ověření DNA vazebných vlastností konstruktů 

FOXO411-213. Při vynesení parametru FB (frakce navázané DNA) oproti koncentraci 

titrovaného FOXO411-213 se vazebné izotermy jednotlivých konstruktů FOXO411-213 téměř 

překrývají s vazebnou křivkou FOXO411-213 WT, což ukazuje na jejich nezměněné vazebné 

vlastnosti.  

  

4.2.2.2 Ověření vazebných vlastností konstruktů FOXO411-213 vzhledem k 

proteinu 14-3-3 

 Pro ověření afinity připravených proteinových konstruktů FOXO411-213 vzhledem k 

proteinu 14-3-3 byly použity následující konstrukty FOXO411-213: single Cys92; single 

Cys92; single Cys142; single Cys142; single Cys155; Cys155; single Cys183; Cys183. 

 Pro tento typ experimentu byly konstrukty FOXO4 místně specificky modifikovány 

thiol-reaktivní fluorescenční sondou 1,5-IAEDANS a fosforylovány pomocí PKB(-> 

dpFOXO4). Jako ligand, byl použit 14-3-3 WT. 

 Ten byl ve zvyšujícím se množství titrován k roztoku konstruktu FOXO411-213 o 

koncentraci 0,5 µM. Po každé titraci byla změřena fluorescence při excitaci vzorku 

vlnovou délkou 336 nm. Emise byla měřena při vlnové délce 490 nm na přístroji 

PerkinElmer LS50B. Měření probíhalo při 17 °C v pufru: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5); 100 

mM NaCl; 1 mM EDTA. 

 Výsledkem měření byly vazebné izotermy, které nám poskytly informaci o 

rovnovážné disociační konstantě (KD) komplexu. Pro všechny připravené dpFOXO411-213 

proteiny včetně WT byly získány hodnoty KD v rozmezí 60 - 120 nM  (Obr. 38) (Silhan 

et al., 2009). Na základě těchto dat lze usuzovat na nezměněné vazebné vlastnosti 

fosforylovaných konstruktů vzhledem k 14-3-3WT. 
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Obr. 38 Vazebné izotermy získané při ověření vazebných vlastností konstruktů 

FOXO411-213 vzhledem k 14-3-3. Při vynesení parametru FB (frakce navázaného 

FOXO411-213) oproti koncentraci titrovaného 14-3-3 je zřejmé, že vazebné izotermy 

fosforylovaného FOXO411-213 (dpFOXO411-213) mají výrazně odlišný průběh od křivek 

systému s nefosforylovaným FOXO411-213. Ze získaných dat lze usuzovat, že fosforylované 

konstrukty dpFOXO411-213 tvoří v roztoku komplex s proteinem 14-3-3.  

 

4.3 Studium interakcí FOXO4-DBD s proteinem 14-3-3 

4.3.1 Sledování změn v okolí místně definovaného fluoroforu  

 V následujících kapitolách shrnuji výsledky sledování změn v okolí různých typů 

fluoroforů pomocí fluorescenčních metod. Ve vazebných esejích bylo vždy sledováno 

chování volné a vázané formy sledované molekuly. Z naměřených hodnot a vzhledem ke 

známému umístění fluoroforů jsme schopni charakterizovat, zda ve sledované oblasti 

dochází, či nedochází ke strukturním změnám, eventuálně vyhodnotit, k jak výrazným 

změnám zde dochází. 

      

4.3.1.1 Sledování časově rozlišeného dohasínání intenzity fluorescence 

specificky umístěné fluorescenční sondy AEDANS 

 Jedním z možných mechanismů jak protein 14-3-3 inhibuje navázání transkripčních 

faktorů FOXO na molekulu DNA, je sterické stínění DNA vazebného rozhraní v DNA 
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 vazebné doméně proteinu FOXO. Pro lepší poznání změn, které se dějí při navázání 

proteinu 14-3-3 na FOXO-DBD byla provedena měření časově rozlišeného dohasínání 

intenzity fluorescence všech čtyř single Cys mutantů FOXO411-213
 s navázanou 

fluorescenční sondou AEDANS. 

 Všechna měření časově rozlišeného dohasínání intenzity fluorescence byla prováděna 

pod tzv. "magickým úhlem" při teplotě 22 °C. Měření probíhalo v pufru: 50 mM Tris-

HCl (pH 7.5); 100 mM NaCl; 1 mM EDTA. Pro měření byly použity následující 

konstrukty FOXO411-213 a dpFOXO411-213: single Cys92; single Cys142; single Cys155; 

single Cys183. 

 Konstrukty byly značeny sondou AEDANS. Jejich koncentrace v kyvetě během 

experimentu byla 15 µM, zatímco koncentrace vazebného partnera – proteinu 14-3-3 

WT byla 30 µM. Fluorescence sondy AEDANS byla excitována při vlnové délce 315 nm 

a emise detekována při vlnové délce 400 nm. Všechny vzorky byly změřeny v uspořádání 

s fosforylovaným FOXO4 proteinem (dpFOXO4) a s nefosforylovaným FOXO4. Jako 

příklad jsou znázorněna data získaná pro mutant FOXO411-213 single Cys155 v přítomnosti 

a nepřítomnosti proteinu 14-3-3. Na obrázku 39 je graf dohasínání intenzity fluorescence 

a na obrázku 40 distribuce dob života excitovaného stavu sondy AEDANS na Cys155. 

Tabulka 2 obsahuje hodnoty průměrných dob života excitovaného stavu ( ) sondy 

AEDANS pro všechny studované mutanty FOXO411-213. 

 

 

Obr. 39 Dohasínání intenzity fluorescence sondy AEDANS na Cys155 při vazbě 

proteinu 14-3-3. Z rozdílného kinetiky dohasínání v nepřítomnosti a v přítomnosti 

proteinu 14-3-3 lze usuzovat na změnu prostředí v okolí fluorescenční sondy AEDANS 

v důsledku tvorby komplexu.  
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Obr. 40 Distribuce dob života excitovaného stavu fluorescenční sondy AEDANS 

navázané na Cys155. Změny v distribuci dob života excitovaného stavu AEDANS na Cys155 

v přítomnosti a nepřítomnosti proteinu 14-3-3 ukazují na změnu prostředí v okolí 

fluorescenční sondy.  

Tab. 2 Průměrná doba života excitovaného stavu ( ) fluorescenční sondy 

AEDANS pro různé uspořádání vzorků FOXO411-213 single Cys a 14-3-3 

 

 Z výsledků měření je patrné, že samotná fosforylace FOXO4 nemá vliv na střední 

dobu života excitovaného stavu sondy AEDANS navázané v jednotlivých pozicích. Dále 

se střední doba života excitovaného stavu sondy AEDANS nemění v uspořádání 

FOXO4:14-3-3, kdy nedochází k tvorbě komplexu (tvorba komplexu vyžaduje 

fosforylaci FOXO4). Výrazné změny střední doba života excitovaného stavu sondy 

AEDANS ve všech studovaných pozicích byly pozorovány v systému dpFOXO4:14-3-

3. Z toho lze usuzovat, že pozorované zvýšení střední doby života excitovaného stavu 

sondy AEDANS je přímým důsledkem vazby proteinu 14-3-3, který tak ovlivňuje buď 

přímo navázanou sondu či oblast na povrchu FOXO4, kde se sonda nachází. Největší 

změna byla pozorována pro dpFOXO411-213 se single  Cys na pozicích 92 a 142. Na 

základě získaných dat můžeme usuzovat, že protein 14-3-3 interaguje se všemi čtyřmi 

oblastmi molekuly FOXO4, které byly označeny sondou AEDANS.  
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4.3.1.2 Sledování časově rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence 

specificky umístěné fluorescenční sondy AEDANS  

 Sledování časově rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence specificky umístěné 

fluorescenční sondy AEDANS jsme použili ke sledování efektu vazby proteinu 14-3-3 na 

segmentální pohyby označených oblastí DNA vazebné domény proteinu FOXO4. Tato 

pozorování nám přinesla řadu informací o charakteru vazby proteinu 14-3-3 v oblasti 

DNA vazebné domény proteinu FOXO4.   

 Měření časově rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence bylo prováděno za 

obdobných podmínek jako měření časově rozlišeného dohasínání intenzity fluorescence. 

Pro měření byly použity následující proteinové konstrukty FOXO411-213 a dp FOXO411-

213: single Cys92; single Cys142; single Cys155; single Cys183. Konstrukty byly značeny 

sondou AEDANS. 

 Tyto vzorky byly měřeny vždy v přítomnosti a v nepřítomnosti proteinu 14-3-3 WT. 

Znázorněním výsledků těchto měření je záznam časově-rozlišeného dohasínání 

anizotropie fluorescence a tabulka parametrů získaných analýzou dohasínání anizotropie. 

Obrázky 41 a 42 ukazují příklady časově-rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence 

AEDANS na Cys155 (vliv fosforylace a vazby proteinu 14-3-3). Obrázek 43 ukazuje 

vzájemné srovnání dohasínání anizotropie AEDANS všech studovaných mutantů 

FOXO411-213. Parametry dohasínání anizotropie (výpočty hodnot rotačních korelačních 

časů a příslušných amplitud byly provedeny dle rovnic 7 a 8) a  jsou uvedeny v tabulce 

3.  

 

 

Obr. 41 Vliv fosforylace FOXO411-213 na dohasínání anizotropie fluorescence sondy 

AEDANS na Cys155.  Záznam dohasínání anizotropie fluorescence sondy AEDANS na 

fosforylovaném konstruktu FOXO411-213 single Cys155 (plné tečky) se prakticky shoduje se 

záznamem dohasínání anizotropie fluorescence sondy AEDANS na nefosforylovaném 

konstruktu FOXO411-213 single Cys155 (prázdné tečky).  
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Obr. 42 Vliv 14-3-3 na dohasínání anizotropie fluorescence sondy AEDANS. Na 

tomto grafu lze vysledovat, že dohasínání anizotropie fluorescence v přítomnosti 14-3-3 

je vzhledem ke vzorkům měřeným bez 14-3-3 pomalejší. V případě fosforylovaného 

FOXO4 (dpFOXO4), který tvoří komplex se 14-3-3 je tento rozdíl daleko výraznější 

v porovnání s nefosforylovaným FOXO4, který se 14-3-3 neinteraguje.  

 

 

 

Obr. 43 Srovnání mobility sondy AEDANS na různých segmentech FOXO4-DBD. 

Srovnáním záznamů dohasínání anizotropie fluorescence lze usuzovat na pohyblivost 

jednotlivých segmentů označených fluorescenční sondou AEDANS. Jednotlivé typy čar 

představují nejlepší proložení záznamu dohasínání anizotropie fluorescence.  
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 Ze srovnání křivek dohasínání anizotropie fluorescence (Obr. 43) lze soudit, že 

pohyblivost segmentů v oblasti cysteinů 142 a 155 je menší než pohyblivost segmentů v 

oblasti cysteinů 92 a 183. Tento rozdíl je zachován i při vazbě proteinu 14-3-3. Z toho 

lze usuzovat, že ačkoliv je pohyblivost jednotlivých segmentů různá, všechny oblasti jsou 

co do pohyblivosti ovlivněny vazbou 14-3-3. Tato pozorování potvrzují i hodnoty 

amplitud rotačních korelačních časů, které odpovídají rychlým pohybům (1 a 2 pro 

dpFOXO411-213 a 1, 2 a 3 pro dpFOXO411-213 v komplexu se 14-3-3). Součty těchto 

amplitud βfast (βfast = β1 + β2 pro dpFOXO411-213 a β1 + β2 + β3 pro dpFOXO411-213 v 

komplexu se 14-3-3) jsou uvedeny v tabulce 3. Hodnota βfast by měla být rovna nule při 

úplné imobilizaci sondy. Z poklesu hodnot βfast při vazbě proteinu 14-3-3 na dpFOXO11-

213 lze usuzovat, že tvorba komplexu snižuje pohyblivost sondy AEDANS ve všech 

studovaných oblastech povrchu FOXO4, zejména však v oblastech obsahujících Cys92 a 

Cys183. V oblastech obsahující Cys142 a Cys155 je vliv vazby proteinu 14-3-3 na mobilitu 

navázané sondy AEDANS výrazně slabší.  

 

Tab. 3 Parametry dohasínání anizotropie single Cys mutantů FOXO411-213. 

 

 

4.3.1.3 Časově rozlišené dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence 

 Pro zmapování změn uvnitř DNA vazebné domény proteinu FOXO4 jsme použili 

časově rozlišeného dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence. Konstrukty 

FOXO4 byly upraveny tak, aby pozice tryptofanů, a tím sledovaná oblast, byla jasně 

definovaná. Záměrem bylo sledovat možné strukturní změny v této oblasti.  

 Měření časově rozlišeného dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence bylo 

prováděno za obdobných podmínek jako měření časově rozlišeného dohasínání intenzity 

fluorescence sondy AEDANS s tím rozdílem, že excitace tryptofanů byla vyvolána 

monochromatickým zářením o vlnové délce 297 nm a fluorescence byla detekována při 

vlnové délce 355 nm. Pro měření byly použity proteinové konstrukty FOXO411-213 noW 

a dpFOXO411-213 noW. Tyto vzorky byly měřeny vždy za přítomnosti a nepřítomnosti  
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proteinu: 14-3-3 noW (konstrukt bez tryptofanů). 

 Znázorněním výsledků těchto měření je stejně jako v předchozí kapitole záznam 

časově-rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence (Obr. 44) a tabulka parametrů 

dohasínání anizotropie (Tab. 4). 

 

Obr. 44 Vliv vazby 14-3-3 noW na dohasínání anizotropie fluorescence tryptofanů 

173 a 174 ve struktuře FOXO411-213. Tento společný graf představuje srovnání 

dohasínání anizotropie fluorescence tryptofanů za přítomnosti 14-3-3 a bez jeho 

přítomnosti. Horní tečkovaná čára představuje hypotetickou situaci, kdy by segment v 

oblasti Trp173 a Trp174 byl kompletně imobilizován. Naproti tomu, dolní čárkovaná čára 

představuje hypotetickou situaci, při které by segment v oblasti Trp173 a Trp174 měl 

maximální volnost pohybu. 

 

 Na tomto společném grafu lze pozorovat, že dohasínání anizotropie fluorescence 

tryptofanů v přítomnosti 14-3-3 je vzhledem ke vzorkům bez 14-3-3 pomalejší. Ovšem 

změna je velmi malá a spíše se zde projevu jen zpomalení depolarizace anizotropie 

vzhledem ke zvýšené molekulové hmotnosti komplexu dpFOXO4:14-3-3. To potvrzují i 

parametry získané analýzou dohasínání anizotropie fluorescence (Tab. 4). Na základě 

těchto dat můžeme předpokládat, že vazba proteinu 14-3-3 nezpůsobuje strukturní 

změnu (změnu mobility) v oblasti obsahující Trp173 a Trp174. 

Tab. 4 Parametry dohasínání anizotropie tryptofanů 173 a 174 ve struktuře 

FOXO411-213.    
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4.3.1.4 Zhášení fluorescence specificky umístěné fluorescenční sondy 

AEDANS 

 Předchozí experimenty ukázaly, že segmentální pohyb v oblasti cysteinů 142 a 155 

není vazbou 14-3-3 příliš omezen, ačkoliv se předpokládá interakce obou proteinů v této 

oblasti. Pro potvrzení teorie sterického stínění této oblasti byla provedena měření zhášení 

anizotropie fluorescence sondy AEDANS na cysteinech 142 a 155 akrylamidem, který 

by se při těsné blízkosti proteinů neměl dostat do nejbližšího okolí sondy a efekt zhášení 

by měl být minimální. Podmínky měření byly obdobné jako při předchozích sledování 

anizotropie fluorescence. Časově-rozlišené dohasínání intenzity fluorescence bylo 

měřeno při různých koncentracích zhášedla akrylamidu. Excitace byla provedena 

monochromatickým zářením o vlnové délce 315 nm a detekce emise byla změřena při 

vlnové délce 480 nm. Tyto experimenty byly provedeny se všemi připravenými 

proteinovými konstrukty FOXO411-213. Vazebným partnerem proteinových konstruktů 

FOXO4 byl protein 14-3-3 WT. Výsledkem pokusů je graf závislosti poměru 0/ na 

různých koncentracích zhášedla akrylamidu (Obr. 45). 

 

Obr. 45 Efekt vazby 14-3-3 na dobu života excitovaného stavu sondy AEDANS v 

přítomnosti zhášedla akrylamidu. Výsledky experimentu zhášení fluorescence sondy 

AEDANS na cysteinech 142 a 155 konstruktů FOXO411-213 ukazují srovnání efektu 

zhášedla v nepřítomnosti 14-3-3 (plné tečky) a za přítomnosti a tedy při vazbě 14-3-3 

(prázdné tečky).  

 

 Závislost poměru 0/ na různých koncentracích zhášedla akrylamidu vykazují ohyb 

směrem dolů, což je normální odchylka od linearity pro fluorofory s více komponentami 

doby života excitovaného stavu. Nižší hodnoty poměru 0/ v přítomnosti 14-3-3 

znamenají nárůst doby života excitovaného stavu fluoroforu a tedy snížený efekt zhášení, 

což v tomto případě podporuje teorii o omezení přístupu molekul zhášedla k fluoroforu 

způsobené těsnou blízkostí proteinů dpFOXO4 a 14-3-3 v této oblasti. 
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4.3.2 Stanovení intermolekulárních vzdáleností v komplexu 

FOXO4-DBD:14-3-3 metodou Försterova rezonančního přenosu 

energie 

 Záměrem těchto měření bylo získání několika specifických intermolekulárních 

vzdáleností v molekule komplexu  fosforylovaného FOXO4:14-3-3, které by sloužili k 

vytvoření realistického modelu tohoto komplexu ze známých krystalových struktur obou 

podjednotek. Pro měření vzdáleností mezi donorem a akceptorem fluorescence v 

komplexu pFOXO4:14-3-3 byly použity proteinové konstrukty pFOXO482-207: single 

Cys101;  single Cys142 a single Cys183 , všechny s navázanou fluorescenční sondou 

AEDANS v tomto případě sloužící jako excitující se donor při rezonančním přenosu 

energie na fluorescenční sondu fluorescein navázané na monomerní konstrukty 14-3-3: 

single Cys25 a single Cys189 (monomerní konstrukt obsahuje ve své struktuře mutaci 

Ser158 na Asp158, která zabraňuje utváření dimerní formy proteinu 14-3-3, tyto 

mutanty byly připraveny ve shodě s protokolem pro purifikaci proteinů 14-3-3 popsaným 

v kapitole 3.2.1.17). Monomerní verze proteinu 14-3-3 byla použita z důvodu nutnosti 

připravit systém obsahující pouze jednu molekulu donoru a jednu molekulu akceptoru 

(pro výpočet vzdálenosti mezi donorem a akceptorem je nutný právě takový systém). 

Sonda AEDANS byla excitována zářením o vlnové délce 315 nm a její emise byla 

detekována při vlnové délce 480 nm.  

 Försterův kritický poloměr (R0) donor-akceptorového páru AEDANS-fluorescein byl 

stanoven pomocí rovnic 11 a 12. Spočítané hodnoty překryvového integrálu J() (dle 

rovnice 13) mezi AEDANS a fluoresceinem jsou uvedeny v tabulce 5. Kvantový výtěžek 

fluorescence pFOXO482-207-AEDANS při 22 °C v přítomnosti neznačeného proteinu 14-

3-3 byl stanoven 0,058 pro mutant single Cys101-AEDANS, 0,114 pro mutant single 

Cys142-AEDANS a 0,181 pro mutant single Cys183-AEDANS. Průměrné doby života 

excitovaného stavu ( ) sondy AEDANS v přítomnosti a v nepřítomnosti akceptoru 

fluorescence (fluorescein), úspěšnost přenosu energie a spočítané průměrné vzdálenosti 

jsou rovněž součástí tabulky 5. Na základě získaných vzdáleností byl připraven 

realistický strukturní model komplexu pFOXO4:14-3-3, jehož vizualizaci uvádím jako 

obrázek 46. 
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Tab. 5 Parametry intermolekulárních vzdáleností získaných metodou FRET 

 

 

 

Obr. 46 Strukturní model komplexu FOXO4-DBD:14-3-3 s vyznačenými 

intermolekulárními vzdálenostmi. Realistický model komplexu FOXO4-DBD:14-3-3 

nabízí lepší představu vzájemné pozice studovaných proteinů pro zhodnocení výsledků 

dalších měření. V modelu jsou šipkami vyznačeny intermolekulární vzdálenosti získané 

pomocí FRET. 

  

4.4 Studium mechanismu vazby FOXO4-DBD s DNA 

 Studium mechanismu vazby FOXO4-DBD s DNA bylo provedeno metodou SPR a 

dále bylo doplněno pozorováním segmentálních pohybů v oblasti FOXO4-DBD pomocí 

časově rozlišeného dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence. Metoda SPR byla 

použita pro její schopnost sledovat kinetiku molekulárních interakcí v reálném čase. Díky 

tomu, jsme byli schopni pozorovat konformační změny při vazbě FOXO4-DBD se dvěma 

DNA vazebnými motivy (DBE a IRE) a stanovit kinetický model této interakce. Tato 

měření byla provedena na řadě mutantů, kde mutace různých aminokyselin na 
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 aminokyselinu alanin způsobila zrušení polární vazby v určitém místě (seznam mutantů 

a charakter nespecifické vazby v oblasti mutace je uveden v tabulce 6). Srovnání výsledků 

pro jednotlivé mutanty ukázalo, že určité nespecifické vazby FOXO4-DBD na páteř 

molekuly DNA hrají významnou roli pro sílu i specifičnost vazby. 

Pozorování konformačních změn bylo na závěr doplněno sledováním časově rozlišeného 

dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence, které v souladu s výsledky SPR 

ukázalo výraznou redukci segmentální dynamiky FOXO4-DBD v komplexu s DNA. 

 

Tab. 6 Charakter slabých nekovalentních interakcí v komplexu FOXO4-DBD 

s DNA. 

 

 Tato tabulka ukazuje, jaké typy interakcí protein-DNA jsou ovlivněny v jednotlivých 

připravených mutantních verzích FOXO4-DBD.     

 

4.4.1 Studium kinetiky interakcí na DNA vazebném rozhraní 

FOXO4-DBD  

 Tato měření byla prováděna metodou SPR. Vazebným partnerem FOXO4-DBD 

proteinových konstruktů pro tato měření byla s Biotinem konjugovaná dsDNA s motivem 

IRE, DBE a s motivem nevazebné (náhodné) sekvence. Pro pozorování byly použity tyto 

dva vazebné motivy (DBE a IRE), protože každý z nich vykazuje rozdílnou afinitu 

vzhledem k FOXO-DBD (Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008). Porovnání 

získaných výsledků nám tak může přinést informaci o významu jednotlivých kontaktů 

pro specifitu interakce mezi FOXO-DBD a DNA. dsDNA byla imobilizované na 
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neutravidinem ošetřeném LCP čipu přes molekulu biotinu. Aby byl minimalizován efekt 

přenosu hmoty a nespecifických vazeb, byla nejprve provedena měření pro tři různé 

koncentrace dsDNA. Data z těchto testovacích měření dosahovala změny indexu lomu v 

hodnotách 30, 80 a 150 RU (z angl. "Response Unit" = jednotka odpovědi, v grafech 

uvedeno jako "Intenzita signálu"). Tato předběžná měření různých koncentrací dsDNA 

byla prováděna s konstrukty FOXO4-DBD o koncentracích v rozmezí 10 až 200 nM. 

Výsledky těchto měření vykazovaly závislost rychlostní konstanty koff na koncentraci při 

hodnotách RU 80 a 150, což ukazuje na nežádoucí efekt přenosu hmoty. Naproti tomu 

data při hodnotách 30 RU při konstantním průtoku 50 µl/min dávala čistý signál a tyto 

podmínky byly proto vybrány pro studium kinetiky vazby. DNA navázaná na LCP čip 

byla postupně konfrontována se vzorky proteinu FOXO4-DBD o pěti různých 

koncentracích (12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM; 200 nM). Tímto způsobem byla získána 

sada senzogramů jednotlivých měření v reálném čase (Obr. 47). Tyto senzogramy byly 

dále zpracovány dle metodiky uvedené v oddíle Materiál a metody (kapitola 3.2.2.3), 

čímž byla získána řada parametrů uvedených v tabulkách 7 a 8. Při studiu interakcí na 

DNA vazebném rozhraní FOXO4 metodou SPR byly použity proteinové konstrukty 

FOXO482-207: WT, R94A, N95A, S101A, Y102F, S142A, N148A, S149A, R151A, 

H152A, N153A, S155A, K162A, S171A, S172A, C (82-183). Tyto proteinové 

konstrukty byly konfrontovány s dsDNA s motivy DBE, IRE a nevazebným (náhodným) 

motivem. 
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Obr. 47 Senzogramy získané pomocí SPR při měření kinetiky interakce FOXO4-

DBD s DNA. Výstup signálu při měření SPR vytváří tzv. senzogram, tedy graf intenzity 

signálu z povrchu čipu v závislosti na čase. Zde jsou uvedeny senzogramy společné pro 

různé koncentrace vybraného vzorku. Každá samostatná křivka senzogramu má tři fáze. 

Fázi s kladnou směrnicí pro asociaci komplexu, fázi „plató“ a fázi se zápornou směrnicí 

pro disociaci vzorku. Z charakteru těchto tří fází lze vyčíst průběh interakce a 

extrapolovat hodnoty okamžitých asociačních a disociačních konstant stejně jako 

rovnovážnou disociační konstantu. Jako příklad senzogramů zde byly vybrány 

senzogramy proteinového konstruktu FOXO482-207-DBD WT, jakožto standardu pro 

pozorování změn a proteinového konstruktu FOXO482-207-DBD Y102F, jakožto 

konstruktu s výraznější změnou kinetiky při vazbě na DNA. Část A obrázku představuje 

srovnání interakce WT formy FOXO4 a konstruktu Y102F s motivem DNA IRE. Část B 

obrázku představuje srovnání interakce WT formy FOXO4 a konstruktu Y102F s motivem 

DNA DBE. Část C obrázku představuje srovnání interakce WT formy FOXO4 a 

konstruktu Y102F s nevazebným náhodným (Random) motivem DNA.  
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 Záznam signálu interakce FOXO4-DBD v reálném čase (senzogram) s oběma motivy 

dsDNA (DBE a IRE) vykazoval typický průběh asociační a disociační fáze (Obr. 47A a 

47B). Nespecifičnost vazby byla vyloučena experimenty s vazbou konstruktů FOXO4-

DBD na nevazebnou (náhodná) dsDNA, které se ukázali výlučně negativní (Obr. 47C).  

 Kinetické parametry interakce FOXO4-DBD s dsDNA byly spočítány z celkového 

proložení koncentračně závislých vazebných křivek. Pro získání asociačních a 

disociačních rychlostních konstant byla data nejdříve proložena jednoduchým 

Langmuirovým 1:1 modelem (Rovnice 14). Tento jednoduchý vazebný model však nebyl 

schopen adekvátně popsat získaná data. Proto byl dále k analýze použit tzv. dvou-stavový 

model zohledňující konformační změny (Rovnice 15). Tímto modelem spočítané 

asociační (ka1, ka2) a disociační (kd1, kd2) rychlostní konstanty pro oba vazebné motivy 

dsDNA DBE a IRE jsou uvedeny v tabulce 7 respektive 8, společně s rovnovážnými 

disociačními konstantami KD pro jednotlivé mutanty FOXO4-DBD.  

 

Tab. 7 Parametry interakcí FOXO4-DBD s dsDNA motivu IRE. 

  
ka1 ×10-5 

(M-1s-1)a 
kd1×102 (s-1)a ka2 ×103 (s-1)a kd2 ×103 (s-1)a KD (nM)b c,d 

WT (82-207) 1.67  0.18 2.42  0.31 3.65  0.33 2.63  0.28 60  10  

R94A 1.85  0.19 4.88  0.56 3.74  0.41 3.17  0.35 120  30 + 

N95A 1.14  0.09 3.56  0.52 3.31  0.34 2.35  0.27 130  30 + 

S101A 0.87  0.12 2.63  0.31 3.47  0.41 2.12  0.25 120  30 + 

Y102F 1.59  0.18 7.72  0.83 2.99  0.3 2.46  0.28 220  50 ++ 

S142A 2.09  0.23 1.96  0.21 3.89  0.46 1.68  0.21 28  7 * 

N148A 1.84  0.14 6.52  0.52 2.7  0.32 3.26  0.35 190  40 ++ 

S149A 1.7  0.21 4.62  0.64 2.65  0.28 1.85  0.21 110  30 - 

R151A 0.98  0.09 2.63  0.38 4.8  0.53 1.89  0.21 80  20 - 

H152A 1.38  0.14 4.19  0.53 3.11  0.37 2.25  0.24 130  30 + 

N153A 1.25  0.92 5.19  0.58 3.61  0.38 1.24  0.14 110  80 - 

S155A 1.4  0.17 5.13  0.67 3.6  0.35 1.36  0.15 100  20 - 

K162A 1.31  0.15 3.41  0.37 2.92  0.31 0.38  0.04 30  7 * 

S171A 0.93  0.12 2.02  0.27 3.04  0.33 0.84  0.09 50  10 - 

S172A 1.6  0.13 3.79  0.65 3.08  0.33 2.01  0.22 90  20 - 

C (82-183) 2.52  0.35 28.3  4.1 3.9  0.43 3.18  0.37 500  100 +++ 

a Hodnoty parametrů jsou průměry ± S.D. z analýzy dvou duplicitních nezávislých měření 

b Rovnovážná disociační konstanta (KD) byla stanovena vztahem 1/[(ka1/kd1)(1+ka2/kd2)] za předpokladu 

dvoustavového vazebného modelu. Celková chyba byla spočítána z chyb ve stanovení rychlostních 

konstant. 

cRelativní zvýšení KD vzhledem k WT: (-), < 2; (+), 2-3; (++), 3-4; (+++), >4. 

d (*) značí významný pokles KD vzhledem k WT  
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Tab. 8 Parametry interakcí FOXO4-DBD s dsDNA motivu DBE 

  
ka1 ×10-5 

(M-1s-1)a 
kd1×102 (s-1)a ka2 ×103 (s-1)a kd2 ×103 (s-1)a KD (nM)b c,d 

WT (82-207) 2.02  0.19 1  0.13 2.65  0.24 1.32  0.09 16  3  

R94A 2.61  0.35 1.93  0.26 3.65  0.4 2.33  0.26 29  7 - 

N95A 1.37  0.14 2.27  0.25 3.47  0.36 1.55  0.18 50  10 ++ 

S101A 0.97  0.11 2.04  0.26 2.82  0.31 1.42  0.17 70  20 +++ 

Y102F 2.14  0.27 4.49  0.58 3.49  0.38 1.97  0.21 80  20 +++ 

S142A 2.6  0.31 0.77  0.09 2.68  0.25 0.84  0.1 7  2 * 

N148A 2.14  0.23 4.59  0.49 2.2    0.24 3.79  0.45 140  30 +++ 

S149A 2.61  0.35 2.06  0.19 2.26   0.27 0.77  0.09 20  5 - 

R151A 1.11  0.18 1.25  0.1 3.61  0.38 1.29  0.16 30  7 - 

H152A 1.47  0.19 3.6  0.42 3.66  0.39 1.61  0.2 80  20 +++ 

N153A 2.43  0.29 3.36  0.38 2.75  0.31 0.97  0.12 36  8 + 

S155A 1.44  0.19 3.56  0.48 4.79  0.52 1.56  0.17 60  20 ++ 

K162A 1.45  0.17 2.55  0.36 2.64  0.29 1.53  0.16 70  20 +++ 

S171A 1.55  0.19 1.07  0.09 2.34  0.25 0.14  0.02 4  1 * 

S172A 2.04  0.22 1.63  0.18 3.14  0.34 1.43  0.15 25  5 - 

C (82-183) 1.9  0.28 25.2  3.9 4.8  0.52 3.41  0.41 600  100 +++ 

a Hodnoty parametrů jsou průměry ± S.D. z analýzy dvou duplicitních nezávislých měření 

b Rovnovážná disociační konstanta (KD) byla stanovena vztahem 1/[(ka1/kd1)(1+ka2/kd2)] za předpokladu 

dvoustavového vazebného modelu. Celková chyba byla spočítána z chyb ve stanovení rychlostních 

konstant. 

cRelativní zvýšení KD vzhledem k WT: (-), < 2; (+), 2-3; (++), 3-4; (+++), >4. 

d (*) značí významný pokles KD vzhledem k WT  

 

  Výsledkem těchto měření a ukazatelem změn v kinetice vazby FOXO4-DBD a 

dsDNA vyvolané zrušením jedné konkrétní vazebné interakce je hodnota rovnovážné 

disociační konstanty KD. Z tabulky 7 a 8 je patrné, že u většiny alaninových mutantů 

dochází ke změně této veličiny a tudíž lze soudit, že jednotlivé nespecifické kontakty hrají 

podstatnou roli při interakci FOXO4-DBD s molekulou DNA. Dále byl stanoven 

kinetický model interakce FOXO4-DBD s DNA. Na základě lepšího parametru 

redukovaného 2 byl vyhodnocen dvou-stavový model jako model, který mnohem lépe 

popisuje průběh asociace a disociace komplexu FOXO4-DBD:dsDNA. 
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4.4.2 Sledování vlivu délky injekce analytu na stabilitu komplexu 

FOXO4-DBD:DNA 

 Součástí SPR experimentů bylo sledování vlivu délky injekce analytu na stabilitu 

komplexu FOXO4-DBD:DNA. Povrch čipu s navázanou dsDNA motivů IRE a DBE byl 

vystaven po různou dobu analytu FOXO4-DBD (WT) o vysoké koncentraci (300 nM). 

Ze senzogramů zarovnaných dle disociační fáze (Obr. 48) a z detailního pohled na změnu 

intenzity signálu na konci disociační fáze (Obr. 49), lze vyčíst, že delší injekční čas 

(asociační fáze) měl přímý vliv na snížení míry disociace což ukazuje na zvýšení stability 

komplexu v čase. Průběh tohoto experimentu plně odpovídá empirickým pozorováním 

dvoustupňového modelu interakce dvou vazebných partnerů metodou SPR. 

 

Obr. 48 Efekt zvýšení injekčního času analytu (asociační fáze) na stabilitu 

komplexu. Překrytí senzogramů ukazuje efekt různých injekčních času analytu na 

disociaci komplexu FOXO4-DBD:DNA pro motivy dsDNA IRE (A) a DBE (B). 

Senzogramy jsou zarovnány podle disociační fáze pro názorné zobrazení efektu snížení 

míry disociace komplexu při vyšším injekčním čase (asociační fáze) analytu (FOXO4-

DBD).  

 

Obr. 49 Detailní pohled na změnu intenzity signálu na konci disociační fáze při 

různé době nástřiku analytu. Zvyšující se síla signálu na konci asociační fáze pro 

interakci FOXO4 s motivy DNA DBE a IRE ukazuje na efekt zvýšení stability komplexu 

při vyšší době nástřiku analytu. Z obrázku je též patrné, že tento efekt je odlišný pro oba 

motivy DNA.0  
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4.4.3 Studium konformačních změn FOXO4-DBD při vazbě na 

DNA 

 Pro podporu navrženého modelu, který popisuje vazbu FOXO4-DBD na DNA jako 

dvou-stavový proces zahrnující konformační změnu FOXO4-DBD byla provedena 

měření časově rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence tryptofanů ve struktuře 

FOXO4-DBD. Pro tuto studii byl použit FOXO4-DBD WT, jelikož konstrukt FOXO4-

DBD s jedním tryptofanem v rozpustné formě nebylo možné připravit. Měření byla 

provedena pro volný FOXO4-DBD a pro FOXO4-DBD v komplexu s DNA. Výsledky 

těchto měření jsou uvedena v následující tabulce 9 a na obrázcích 50 a 51. 
 

Tab. 9 Shrnutí měření časově rozlišené fluorescence tryptofanů FOXO4-DBD 

 

 

Obr. 50 Záznam časově-rozlišeného dohasínání anizotropie tryptofanové 

fluorescence volného FOXO4-DBD a FOXO4-DBD v komplexu s DNA. Záznam 

detekce anizotropie tryptofanové fluorescence volného FOXO4-DBD (prázdné tečky) a 

FOXO4-DBD v komplexu s DNA (plné tečky) na jednotlivých detekčních kanálech, 

společně se záznamy autokorelace a vážených odchylek, demonstrujících kvalitu 

proložení zaznamenaných dat (šedivá pro volný FOXO4-DBD, černá pro FOXO4-DBD 

v komplexu s DNA). 
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Obr. 51 Distribuce rotačních korelačních časů volného FOXO4-DBD a FOXO4-

DBD v komplexu s DNA. (A) Distribuce rotačních korelačních časů volného FOXO4-

DBD (B) Distribuce rotačních korelačních časů FOXO4-DBD v komplexu s DNA  

 Výrazná změna v hodnotě součtu amplitud odpovídajících rychlým pohybům β1+β2 a 

absence rotačně korelačního času 2 reprezentujícího segmentální pohyby molekuly 

proteinu při vazbě na DNA souhrnně ukazují na významné snížení pohyblivosti 

studovaných segmentů a tudíž na změny ve struktuře molekuly. Tyto výsledky tedy plně 

potvrzují vazebný model zahrnující konformační změnu FOXO4-DBD při vazbě na 

DNA.  
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5  Diskuse 

5.1 Studium molekulárního mechanismu interakcí FOXO4-

DBD s proteinem 14-3-3  

 Proteiny 14-3-3 jsou skupinou vysoce konzervovaných dimerních proteinů, jenž se 

nachází ve všech eukaryotických organismech (Fu H et al., 2000; Aitken A, 2006). K 

dnešnímu dni bylo popsáno několik stovek rozličných proteinů, které interagují s proteiny 

14-3-3. Mezi tyto proteiny patří proteiny účastnící se kontroly buněčného cyklu, kontroly 

metabolismu, řízení programované buněčné smrti - apoptózy nebo třeba proteiny 

účastnící se kontroly transkripce genů (Mackintosh C, 2004; Milne F et al., 2002). 

Ačkoliv interakce mezi proteiny 14-3-3 a jejich vazebnými partnery je obvykle 

kontrolována skrze fosforylaci vazebného partnera (Muslin A et al., 1996; Yaffe MB et 

al., 1997; Rittinger K et al., 1999), byla též popsána řada vazebných motivů proteinů 14-

3-3, u kterých pro aktivaci interakce není fosforylace vyžadována (2000; Aitken A, 2006). 

Proteiny 14-3-3 se dají též charakterizovat jako proteiny modulující strukturu svých 

vazebných partnerů (molekulární "scaffold" proteiny), k čemuž jsou schopny využít 

několik různých molekulárních mechanismů (Fu H et al., 2000; Bridges  et al., 2004).  

Role proteinů 14-3-3 při regulaci forkhead transkripčních faktorů FOXO se děje ve dvou 

stupních. Za prvé, vazba proteinu 14-3-3 na protein FOXO inhibuje interakci mezi FOXO 

a molekulou jaderné DNA (Cahill CM et al., 2001; Obsil T et al., 2003). A za druhé, 

proteiny 14-3-3 zabraňují transportu FOXO zpět do jádra zakrytím jejich jaderné 

lokalizační sekvence (NLS) (Renault VM et al., 2009; Brownawell AM et al., 2001; Rena 

G et al., 2001). Přesné molekulární mechanismy těchto procesů jsou stále nejasné, hlavně 

pro nedostatečné množství strukturních dat. V této práci byly ke studiu interakce protein-

protein a interakce protein-DNA použity různé techniky fluorescenční spektroskopie a 

metoda rezonance povrchového plazmonu. Snažili jsme se o potvrzení několika hypotéz 

stanovených na základě předchozích znalostí této problematiky týkajících se mechanismu 

inhibice DNA vazebných vlastností transkripčního faktoru FOXO skrze interakci s 

regulačním proteinem 14-3-3. FOXO transkripční faktory obsahují ve své struktuře dvě 

vazebná místa pro protein 14-3-3 a obě tato vazebná místa jsou dle předchozích studií 

nutná pro optimální navázání na protein 14-3-3 (Brunet A et al., 1999; Zhao X et al., 

2004; Obsil T et al., 2008). Tyto dva vazebné motivy ohraničují v pohledu na primární 

strukturu FOXO jeho DNA vazebnou doménu (DBD), čímž naznačují možnost, že by 

jedním z možných mechanismů bylo sterické stínění DBD proteinu FOXO robustní a 

rigidní strukturou proteinu 14-3-3. Měření časově rozlišeného dohasínání intenzity 

fluorescence ukázalo, že navázání proteinu 14-3-3 ovlivňuje fluorescenční vlastnosti 

sondy AEDANS místně specificky navázané na čtyřech různých místech ve struktuře 
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 FOXO4-DBD, které reprezentují důležité oblasti DNA vazebného rozhraní (Obr. 39 a 

40, Tab. 2). Z těchto pozorování je patrné, že změny ve fluorescenčních vlastnostech 

sondy AEDANS jsou způsobeny sterickým stíněním fluoroforu po navázání proteinu 14-

3-3, což ukazuje na přítomnost fyzického kontaktu mezi proteinem 14-3-3 a 

označenými studovanými oblastmi FOXO4-DBD. Tato pozorování jsou dále konzistentní 

s výsledky měření časově rozlišeného dohasínání anizotropie fluorescence, které ukazují 

omezení pohybu sondy AEDANS ve studovaných oblastech FOXO4-DBD při vazbě 

dpFOXO4 (fosforylovaný FOXO4) a proteinu 14-3-3 (Obr. 41 - 43 a Tab. 3). Další 

výsledky, tentokrát z pozorování časově rozlišené fluorescence tryptofanů ve struktuře 

FOXO4-DBD, ukazují na to, že při vazbě proteinu 14-3-3 nedochází k výraznějším 

konformačním změnám uvnitř DNA-vazebné domény (přesněji v centrální oblasti 

domény, kde se tyto aminokyselinové zbytky nacházejí) (Obr. 44 a Tab. 4). Z toho lze 

usuzovat, že vazba proteinu 14-3-3 „blokuje“ oblast DNA-vazebné domény, aniž by 

výrazně ovlivnila strukturu tohoto proteinu. 

 Pro získání realistického strukturního modelu komplexu FOXO4:14-3-3 a lepšího 

zmapování interakcí mezi těmito proteiny bylo pomocí metody FRET stanoveno šest 

intermolekulárních vzdáleností v komplexu FOXO4-DBD:14-3-3 (Tab. 5), a sice vždy 

mezi místně specificky navázanou sondou AEDANS ve struktuře FOXO4-DBD a 

obdobně fluoresceinem označeným 14-3-3. Model komplexu pFOXO4:14-3-3 (Obr. 

46) vytvořený s použitím těchto dat ukazuje, že FOXO4-DBD je zakotvena v centrálním 

kanálu dimerního proteinu 14-3-3 stejným způsobem jak bylo ukázáno v předchozích 

studiích komplexu 14-3-3 se serotonin N-acetyltransferasou (Obsil T et al., 2001). Tato 

pozice umožňuje plně efektivní zakrytí celého DNA vazebného rozhraní FOXO4 což je 

plně v souladu s výsledky našich fluorescenčních měření.  Dalším aspektem vazby, 

který je plně v souladu jak s našimi výsledky, tak s výsledky publikovanými dříve 

(Obsilova V et al., 2005) je mobilita DNA vazebné domény FOXO4 při vazbě se 14-3-

3, která podle všeho zůstává téměř nezměněná. Rotační korelační čas s hodnotou v 

rozmezí 3 až 8 ns odráží pohyblivost domény v konstruktu FOXO411-213 (Tab. 3, 2 za 

absence 14-3-3 a 3 za přítomnosti 14-3-3).  

 Vezmeme-li v potaz všechna získaná data, lze předpokládat, že protein 14-3-3 

fyzicky interaguje s DNA vazebným rozhraním fosforylovaného proteinu FOXO4. DNA 

vazebná doména FOXO4 je při tom kontaktu zakotvena v centrálním vazebném kanálu 

dimerního 14-3-3. Ovšem v rámci komplexu zůstává relativně volně pohyblivá. 

Pozorování tryptofanové fluorescence dále ukázalo, že nedochází k žádným zásadním 

konformačním změnám uvnitř FOXO4-DBD během vazby na 14-3-3. Lze tedy tvrdit, že 

protein 14-3-3 působí jako „molekulární štít“, který zakrývá DNA vazebné rozhraní 

FOXO4 a tím inhibuje jeho interakci s cílovou DNA. 
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5.2 Studium kinetiky interakce FOXO4-DBD s DNA 

 Dalším cílem této práce byla detailní charakterizace interakce FOXO4-DBD s cílovou 

dsDNA. Pomocí metody SPR byla testována důležitost jednotlivých aminokyselinových 

zbytků v oblasti DNA vazebného rozhraní FOXO4. Tato problematika již byla studována 

několika vědeckými skupinami, nicméně jejich zájem byl zaměřen pouze na 

aminokyselinové zbytky, které tvoří báze-specifické kontakty, nebo slouží jako cílová 

místa posttranslačních modifikací (Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008; Boura E 

et al., 2007; Matsuzaki H et al., 2005). Žádná z těchto skupin zatím neprovedla detailní 

kinetickou analýzu. Stejně tak nebylo doposud publikována studie, které by objasnila roli 

jednotlivých nespecifických kontaktů  v oblasti FOXO-DBD na vazebnou afinitu a 

specifitu vazby FOXO-DBD na DNA.  

 FOXO-DBD interaguje s molekulou DNA díky kombinaci přímých kontaktů a 

molekulou vody zprostředkovaných kontaktů s postranními řetězci bází DNA (Tsai KL 

et al., 2007; Brent MM et al., 2008; Boura E et al., 2010). Pro stanovení individuální 

důležitosti těchto kontaktů na stabilitu komplexu FOXO4-DBD:DNA byly individuální 

aminokyselinové zbytky účastnící se těchto interakcí (Boura E et al., 2010) nahrazeny 

aminokyselinou alanin (kromě Tyr102, který byl nahrazen fenylalaninem). S těmito 

konstrukty byla provedena měření kinetiky v reálném čase s použitím metody SPR. 

Seznam studovaných mutantů společně s elementem sekundární struktury účastnícím se 

vazebné interakce a s typem vazebné interakce mezi postranním řetězcem studovaného 

aminokyselinového zbytku a bází DNA je uveden v tabulce 6.   

 Hodnoty kinetických parametrů (tabulky 7 a 8) ukazují, že FOXO4-DBD WT váže 

oba typy dsDNA s KD v nanomolárním rozpětí s vazebnou afinitou pro dsDNA s motivem 

DBE asi čtyřikrát vyšší než pro dsDNA s motivem IRE, což je zcela v souladu s dříve 

publikovanými daty (Furuyama T et al., 2000; Brent MM et al., 2008). Celkové srovnání 

hodnot KD ukazuje výrazný pokles vazebné afinity (zvýšení KD) pro několik mutantů 

FOXO4-DBD s mutacemi v různých částech DBD. V případě vazby na dsDNA s 

motivem IRE, byl největší pokles vazebné afinity zaznamenán pro mutanty Y102F, 

N148A a C, zatímco při vazbě na dsDNA s motivem DBE došlo k největšímu poklesu 

u mutantů S101A, Y102F, N148A, H152A, K162A a C. Převládající mechanismus, 

který vede ke snížení vazebné afinity těchto mutantů je rychlejší disociace komplexu, než 

je tomu u FOXO4-DBD WT. Tento proces je popsán disociační rychlostní konstantou 

kd1. V případě interakce mutantů S142A a K162A s motivem IRE a v případě interakce 

mutantů S42A a S141A s motivem DBE byl pozorován opačný efekt, tedy zvýšení 

vazebné afinity FOXO4-DDB vzhledem k dsDNA. Z analýzy výsledků se zdá, že tento 

efekt je způsoben zpomalením rychlosti reverzních konformačních změn. Tento proces 

je popsán disociační rychlostní konstantou kd2. Analýza dat též ukazuje, že dvou-stavový  
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model (rovnice 15) je zcela v souladu se strukturními daty FOXO proteinů a lépe popisuje 

průběh interakce, než jednoduchý jedno-stavový model. Při porovnání struktur FOXO-

DBD bez navázané DNA a s navázanou DNA lze pozorovat významné rozdíly v několika 

oblastech a to zejména v oblasti N-koncového segmentu, v oblasti smyčky mezi helixy 

H2 a H3 a v oblasti „křídel“ W1 a W2 (pro orientaci ve struktuřeFOXO4 viz Obr. 6 či 

52) (Tsai KL et al., 2007; Boura E et al., 2010; Weigelt J et al., 2001; Wang F et al., 

2008). Dle předchozích studií, které naše výsledky potvrzují, dochází k největším 

konformačním změnám v oblasti smyčky s helixy H2 a H3, která přejímá helikální 

strukturu v nepřítomnosti DNA, zatímco v přítomnosti DNA je tato oblast víceméně 

nestrukturovaná. Další poznatky ukazují, že ve všech FOXO-DBD:DNA komplexech je 

molekula DNA ohnuta směrem k FOXO-DBD, čímž se velký žlábek v oblasti vazebného 

motivu DNA lehce otevírá (Tsai KL et al., 2007; Boura E et al., 2010). Tudíž lze 

konstatovat, že konformační změny se dějí jak v molekule FOXO-DBD, tak v molekule 

cílové DNA. Analýza získaných dat dále ukázala, že pro různé mutanty pozorujeme 

různou změnu vazebné afinity FOXO-DBD vzhledem k motivům DBE a IRE. Rovněž 

ukázala, že nespecifické fosfátové kontakty s páteří DNA mají různou důležitost při vazbě 

FOXO4-DBD a dsDNA. Nejvýraznější rozdíly byly pozorovány pro mutanty S155A a 

K162A, které shodně vykazují značné snížení afinity vzhledem k motivu DBE a naopak 

žádnou změnu v afinitě vzhledem k motivu IRE. 

 

5.3 Studium konformačních změn FOXO4-DBD při vazbě 

na DNA 

 Výše z míněné experimenty poukázaly na přítomnost konformačních změn při 

interakci FOXO-DBD s DNA. Tyto konformační změny jsme se rozhodli potvrdit 

měřením časově rozlišeného dohasínání anizotropie tryptofanové fluorescence FOXO-

DBD při interakci s DNA. Výsledky těchto měření jsou prezentovány v tabulce 9 a 

obrázky 50 a 51. Analýza rotačně korelačních časů, kde kratší korelační časy představují 

rychlé lokální pohyby Trp zbytků, zatímco delší rotačně korelační časy reflektují celkový 

rotační pohyb celého komplexu, ukázala výrazné snížení amplitudy ve třídě kratších 

korelačních časů (βshort) při vazbě obou partnerů. Amplituda β2 byla v případě vytvoření 

komplexu redukována na nulu. Pozorování těchto změn lze interpretovat jako výrazné 

snížení segmentálních pohybů v pozorovaných oblastech a tedy jako změnu konformace. 

Tento efekt je zjevný také z grafu na obrázku 50, kde při porovnání hrubých dat 

dohasínání anizotropie fluorescence pozorujeme efekt pomalejšího dohasínání 

anizotropie tryptofanové fluorescence. Strukturní změnu FOXO-DBD během vazby na 

DNA podporují také dostupné struktury komplexů FOXO-DBD, kde při podrobném 

porovnání volných a vázaných forem FOXO-DBD můžeme pozorovat výrazné rozdíly v 
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několika oblastech a to sice v N-terminálním regionu, smyčce mezi helixy H2 a H3 a v 

oblasti "křídel" W1 a W2.  

 

5.4 Detailní analýza DNA vazebného rozhraní FOXO4-DBD  

  Tato podkapitola, která vychází z výsledků experimentů se souborem alaninových 

mutantů z oblasti DNA vazebného rozhraní FOXO4-DBD, je věnována detailnímu 

rozboru změn v této oblasti proteinu FOXO4 při kontaktu s DNA. Pomocí metody SPR 

byla studována vazba mutantů FOXO4-DBD na dva různé motivy DNA (DBE, IRE). 

Tyto experimenty umožnily objasnění významu jednotlivých nekovalentních interakcí 

pro stabilitu komplexu FOXO4-DBD s DNA.  

 

N-terminální část FOXO4-DBD   

 Pět aminokyselinových zbytků z N-terminální části FOXO4-DBD (až po helix H3) 

tvoří s molekulou DNA buď vazby přímé, nebo vazby přes molekulu vody. Jsou to 

aminokyselinové zbytky Arg95, Asn95, Ser101, Tyr102 a Ser142 (Tab. 6 nebo  Obr. 5) . 

Nejvýznamnější pokles DNA vazebné afinity při zmíněných experimentech pro motiv 

IRE byl zaznamenán u konstruktu FOXO4-DBD Y102F (Tab. 7). Pro motiv DBE byl 

nejvyšší pokles zaznamenán pro konstrukty S101A a Y102F (Tab. 8). Tato pozorování 

naznačují, že nespecifické vodíkové vazby postranních řetězců těchto aminokyselinových 

zbytků a fosfátových skupin bází, které se nacházejí na hranicích vazebného motivu, což 

je mimo jiné místo, kde se vazebné motivy DBE a IRE liší, jsou důležité pro celkovou 

stabilitu komplexu FOXO4-DBD:dsDNA. Mutace aminokyselinového zbytku Tyr102 na 

fenylalanin, která ruší jednu vodíkovou vazbu (respektive jeden nespecifický kontakt s 

fosfátovou kostrou DNA) tím, že je odstraněna fenolová hydroxylová skupina Tyr102, 

má za následek jednu z největších změn disociační konstanty (KD) mezi studovanými 

mutanty. Strukturní studie ukazují, že aminokyselinový zbytek Tyr102 je součástí klastru 

hydrofobních aminokyselinových zbytků složeného z Trp97 N-terminální smyčky, 

Tyr102 v helixu H1, Tyr133 a Phe134 ve smyčce mezi helixy H2 a H3 a Trp146 z N-

terminální části helixu H3 (Obr. 52).  

 

 

 



111 

 

 

Obr. 52 Vazebné rozhraní komplexu FOXO4-DBD:DNA (A) Interakce mezi N-

terminálním segmentem a DNA. Klastr hydrofobních aminokyselinových zbytků 

obklopujících aminokyselinový zbytek Trp102 je vyznačeno žlutě. (B) Interakce mezi 

rozpoznávacím helixem H3 a klíčovou rozpoznávací sekvencí. (C) Interakce mezi 

flexibilní oblastí, křídlem W1, a DNA. Molekuly vody jsou vyznačeny jako červené koule. 

Polární kontakty mezi FOXO4-DBD a DNA jsou vyznačeny jako zelené čáry. 

 

Již dříve bylo zjištěno, že studované aminokyselinové zbytky obou zmiňovaných částí 

FOXO4-DBD, tedy N-terminální hranice helixu H3 a smyčky mezi helixy H2 a H3 

ovlivňují DNA vazebné vlastnosti různých FOX proteinů pravděpodobně skrze změnu 

pozice rozpoznávacího helixu H3 (Pierrou S et al., 1994; Overdier DG et al., 1994; 

Marsden I et al., 1997; Marsden I et al., 1998). Vzhledem k těmto zjištěním lze 

spekulovat, zda kontakty mezi N-terminální oblastí FOXO-DBD a DNA, zahrnující 

kontakty aminokyselinových zbytků Asn95, Ser101 a Trp102, nehrají klíčovou roli v 

procesech orientace helixu H3 do velkého žlábku DNA. Pro úplnost dodejme, že v 

porovnání s ostatními skupinami FOX proteinů, všechny FOXO proteiny obsahují ve 

smyčce mezi helixy H2 a H3 navíc skupinu pěti aminokyselin (sekvence KGDSN) 

neznámé funkce. Krystalografické studie FOXO proteinů ukázaly, že v této oblasti 

nedochází k žádným (platí pro FOXO1 a FOXO3), nebo pouze k ojedinělým (FOXO4) 

kontaktům s molekulou DNA (Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008; Boura E et 

al., 2010). Obrázek 52A znázorňující interakce pozorované ve struktuře komplexu 

FOXO4-DBD:dsDNA zobrazuje mimo jiné aminokyselinový zbytek Ser142, jenž tvoří 

několik nespecifických kontaktů s fosfátovými skupinami DNA. Jak je zřejmé z dat v 

tabulkách 7 a 8 mutace právě tohoto aminokyselinového zbytku značně ovlivňuje 

vazebnou afinitu. To naznačuje, že tento region by mohl hrát určitou roli v modulaci 

vazby proteinů FOXO na DNA. 

 

Helix H3, hlavní element v rozpoznávání DNA 

 Krystalové struktury FOXO-DBD:DNA ukazují, že vysoce konzervovaná sekvence 

helixu H3 tvoří rozsáhlé kontakty s bázemi klíčové rozpoznávací sekvence jak skrze 

přímé a vodíkové vazby přes molekulu vody, tak pomocí van der Waalsových interakcí 
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(Tsai KL et al., 2007; Brent MM et al., 2008; Boura E et al., 2010). Všechny přímé báze-

specifické vazby jsou tvořeny aminokyselinovými zbytky Asn148 a His152 (Obr. 5 nebo 

52B), a proto nepřekvapí, že mutace obou těchto aminokyselinových zbytků významně 

snižuje vazebnou afinitu FOXO4-DBD vzhledem k oběma vazebným motivům. 

Vzhledem k motivu DBE je potom snížení afinity (zvýšení KD) mnohem výraznější než 

pro motiv IRE (Tab 7 a 8). Rozdíly v relativní změně afinity vzhledem k motivů DBE i 

IRE byly pozorovány též pro mutace aminokyselinového zbytku Ser155, který za 

normální situace tvoří nespecifické kontakty s fosfátovou skupinou páteře DNA. Oproti 

těmto změnám, pozorovaným pro výše diskutované aminokyselinové zbytky, byla 

pozorována velmi malá, či žádná změna v hodnotě KD pro další mutanty v oblasti helixu 

H3, a sice pro aminokyselinové zbytky Ser149, Arg151 a Asn153 a to jak pro motiv DBE, 

tak pro motiv IRE. Tyto tři aminokyselinové zbytky se účastní specifických kontaktů přes 

molekulu vody (Arg151) nebo nespecifické vazby s fosfátovou skupinou páteře DNA 

(Ser149 a Asn153). Vzhledem k výsledkům měření lze tvrdit, že tyto vazby nejsou těmi 

nejdůležitějšími pro specifitu vazby ani pro stabilitu komplexu FOXO4-DBD:DNA. 

 

  Oblast ohybů (křídel) W1 a W         

   Dalšími diskutovanými částmi DNA vazebného rozhraní FOXO4-DBD je oblast 

flexibilních smyček zvaných křídlo W1 a křídlo W2. Tato oblast je situována mezi 

strukturami S2 a S3 (Obr. 4). Již dříve bylo potvrzeno, že oblast křídla W1, která se velmi 

liší délkou i složením primární struktury napříč celou skupinou FOX proteinů, hraje 

podstatnou roli při rozpoznávání DNA vazebného motivu a při zprostředkování vazby s 

DNA a velmi ovlivňuje i stabilitu komplexů různých FOX-DBD s DNA (Tsai KL et al., 

2007). V komplexech FOXO-DBD:DNA, tvoří čtyři různé aminokyselinové zbytky z této 

oblasti přímé nebo nespecifické kontakty s fosfátovou skupinou páteře DNA. Jsou to 

aminokyselinové zbytky Lys162, Ser171, Ser172 a Trp174 (Obr. 52C). K zajímavé 

situaci dochází u mutantů aminokyselin Lys162 a Ser171. Mutant K162A, vykazuje 

určité snížení hodnoty KD pro motiv IRE (Tab. 7) (z 60 nM na 30 nM) a naopak značné 

zvýšení této hodnoty pro motiv DBE (Tab. 8). Kinetická analýza těchto pozorování 

naznačuje, že v případě vazby s motivem IRE mutace K162A snižuje hodnotu rychlostní 

konstanty pro reverzní konformační změny (kd2), zatímco při vazbě s motivem DBE 

dochází ke zvýšení hodnoty rychlostní konstanty pro vznik komplexu (kd1). Opačný efekt 

můžeme pozorovat pro mutaci aminokyseliny Ser171. Mutace S171A, nemá v podstatě 

žádný efekt na změnu vazebné afinity, vzhledem k motivu IRE, ovšem při interakci s 

motivem DBE, dochází k významnému snížení hodnoty KD díky snížení hodnoty 

rychlostní konstanty kd2. Mutace S172A nemá v podstatě žádný efekt na vazbu FOXO4-

DBD ani u jednoho z vazebných motivů. Pro další aminokyselinový zbytek, Trp174, 
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nebylo možné provést měření, jelikož změna Trp174 na fenylalanin způsobovala agregaci 

připraveného konstruktu. 

  Vysoce flexibilní oblast křídla W2 se nachází v C-terminální části FOXO-DBD a 

hraje významnou roli ve vzájemné interakci FOXO-DBD a DNA. Tato oblast obsahuje 

několik míst, která jsou cílem postranslačních modifikací a jejichž modifikace či mutace 

způsobuje, snížení vazebné afinity proteinu FOXO vzhledem DNA (Tsai KL et al., 2007; 

Brent MM et al., 2008; Boura E et al., 2007; Matsuzaki H et al., 2005). Ve struktuře 

komplexu FOXO3-DBD:DNA zaujímá křídlo W2 strukturovanou konformaci a jeho 

základní aminokyselinové zbytky tvoří elektrostatické interakce s fosfátovými skupinami 

velkého žlábku DNA bez zjevné bázové specifity (Tsai KL et al., 2007). V krystalové 

struktuře komplexu FOXO3:DNA vykazuje většina těchto aminokyselinových zbytků 

vysoký B-faktor značící značnou flexibilitu této oblasti. Ve všech třech publikovaných 

strukturách komplexů FOXO1-DBD:DNA je křídlo W2 kompletně neuspořádané a proto 

nemohla být jeho interakce s DNA objasněna (Brent MM et al., 2008). Ovšem vazebné 

experimenty, kdy byla tato oblast kompletně odstraněna, naznačily snížení DNA vazebné 

afinity. Struktura komplexu FOXO4-DBD:DNA sice tuto oblast neobsahuje, protože pro 

získání dobře difraktujících krystalů musela být C-terminální část odstraněna (Boura E et 

al., 2010) ovšem experimenty SPR s konstruktem FOXO4-DBD s odstraněným C-

terminálním regionem (konstrukt C, sekvence 82-183) ukazují dramatické snížení DNA 

vazebné afinity pro oba vazebné motivy (Tab 7 a 8). V obou případech vykazuje zkrácený 

protein v porovnání s FOXO4-DBD WT velmi zvýšenou rychlost disociace komplexu 

(popsaný konstantou kd2), což potvrzuje, že oblast křídla W2 je velmi důležitá pro stabilitu 

komplexů FOXO-DBD:DNA. 
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6 Závěr 

Výsledky této práce lze shrnout do následujících bodů: 

 

1) Pomocí metod fluorescenční spektroskopie bylo zjištěno, že protein 14-3-3 interaguje 

s několika oblastmi DNA vazebného povrchu proteinu FOXO4. Konkrétně se jednalo o 

oblasti helixů H2 a H3, N-terminálního segmentu a ohybů W1 a W2. Dále bylo zjištěno, 

že tvorba komplexu neindukuje strukturní změnu uvnitř DNA vazebné domény. 

 

2) Metodou FRET bylo získáno 6 intermolekulárních vzdáleností v komplexu 

FOXO4:14-3-3. Tyto vzdálenosti byly použity k návrhu strukturního modelu komplexu 

FOXO4:14-3-3. Tento model potvrdil, že protein 14-3-3 blokuje podstatnou část DNA 

vazebného povrchu proteinu FOXO4.  

 

3) Pomocí bodové mutageneze byla připravena série alaninových mutantů FOXO4-DBD 

a metodou rezonance povrchového plazmonu byla provedena detailní analýza interakce 

DNA-vazebné domény FOXO4 s DNA. Tato analýza ukázala důležitost jednotlivých 

nekovalentních interakcí pro vazbu FOXO4-DBD na DNA a také pomohla stanovit 

kinetický model této interakce zahrnující konformační změnu FOXO4-DBD. 

 

4) Na základě dat získaných sledováním časově-rozlišené tryptofanové fluorescence 

FOXO4-DBD při vazbě na DNA jsme dokázali charakterizovat strukturní změny DNA-

vazebné domény FOXO4, které doprovázející tuto interakci. 

 

.  
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Příloha 2 - Šilhán H et al., 2009 
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Příloha 3 - Veisová D et al., 2012  
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Příloha 4 - Primární sekvence pracovních konstruktů ve 

formátu FASTA 

Sekvence proteinového konstruktu 14-3-3 WT 

>14-3-3 WT 

GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELS

NEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVVSSIEQKTEGAEKKQQMAREYREKIETELRDICN

DVLSLLEKFLIPNASQAESKVFYLKMKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQAYQEA

FEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLSEESYKD

STLIMQLLRDNLTLWTSDTQGDEAEAGEGGEN 

 

Sekvence proteinového konstruktu FOXO411-213 WT 

> FOXO411-213 WT 

GSIIDLDPDFEPQSRPRSCTWPLPRPEIANQPSEPPEVEPDLGEKVHTEGRSEPILLPSRLPE

PAGGPQPGILGAVTGPRKGGSRRNAWGNQSYAELISQAIESAPEKRLTLAQIYEWMVR

TVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSKFIKVHNEATGKSSWWMLNPEGGKSGKA

PRRRAASMDSSSKLLRGRSKAPKKKPS 

 

Sekvence proteinového konstruktu FOXO482-207 WT 

> FOXO482-207 WT 

GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEDPGAVTGPRKGGSRRNAWGNQSYAELISQAIESAPE

KRLTLAQIYEWMVRTVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSKFIKVHNEATGKSSW

WMLNPEGGKSGKAPRRRAASMDSSSKLLRGRSKA     
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Příloha 5 - Bakteriální expresní vektory  

Vektor pET-15b 

 

 

Vektor pGEX-4T-1 

 


