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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem protein-proteinové interakce lidskych transkripcnich
faktortt FOXO04 a p53. Za stresovych podminek spolu p53 a FOXO4 v jadie interaguji. Jejich
interakce je spojena se zvySenou transkripci proteinu p21, inhibitoru cyklin-dependentnich
kinas, ktery je zodpovédny za zastaveni bunécného cyklu a piechod buné¢k do senescentniho
stavu. Senescentni buniky jsou vyclenény z bunécného cyklu a nejsou schopny zastavat svoji
fyziologickou funkci, za to vSak ale z(stavaji metabolicky aktivni a do okoli vylucuji
prozanétlivé faktory. Akumulace senescentnich bunék se poklada za jednu z hlavnich pficin
starnuti a je spojena s rozvojem celé fady onemocnéni. Je znamo, Ze tvorba komplexu
FOXO04:p53 vede k uptfednostnéni procesu senescence pied apoptdzou, zatimco naruseni této
interakce vede k odblokovani procesu apoptézy. V disledku toho jsou senescentni bunky
odstranény, dochazi k jejich nahrazeni a ke znovuobnoveni tkanové homeostazy. Molekularni
mechanismus, jakym tato protein-proteinova interakce reguluje transkripci proteinu p21 neni
znama. Aktivita p53 1 FOXO4 je regulovana celou fadou posttranslacnich modifikaci. Jednou
z téchto posttransla¢nich modifikaci je fosforylace FOXO4 proteinkinasou AKT na residuich
T32, S197 a S262, ke které dochazi po aktivaci PI3K/AKT signalni drahy, jez taktéz souvisi
se senescenci. Prvni dvé z téchto fosforylacnich mist tvoii vazebna mista pro dimerni regulacni
proteiny 14-3-3. Stale je vSak nejasné, zda fosforylace a naslednd vazba proteint 14-3-3 né&jak
ovliviiuje interakci FOXO4 s p53. Proto byl v této praci studovéan vliv fosforylace FOX0O4
a nasledné vazby dimerniho 14-3-3 proteinu na schopnost interagovat s pS3 pomoci metody
sedimentacni rychlosti analytické ultracentrifugace. Vysledky této prace ukazuji, Ze zatimco
samotnd fosforylace FOXO4 nema vliv na interakci s p53, vazba 14-3-3 proteinu znemoziiuje

tvorbu komplexu FOXO4:p53.

Klicova slova: FOXO, p53, bunétnd senescence, protein-protein interakce, posttranslacni

modifikace, 14-3-3



Abstract

This work deals with the study of protein-protein interaction of human transcription
factors FOXO4 and p53. Under stress conditions, p53 and FOXO04 interact in the nucleus. Their
interaction is associated with increased transcription of p21 protein, an inhibitor of cyclin-
dependent kinases, which is responsible for cell cycle arrest and the transition of cells to
a senescent state. Senescent cells are excluded from the cell cycle and are unable to perform
their physiological function, yet they remain metabolically active and secrete pro-inflammatory
signals to the environment. The accumulation of senescent cells is considered one of the main
causes of aging and is associated with the development of several diseases. It is known that the
formation of the FOX04:p53 complex leads to a preference of the senescence process over
apoptosis, whereas disruption of this interaction leads to unblocking of the apoptosis process.
As a result, senescent cells are removed, replaced and tissue homeostasis is restored. The
molecular mechanism by which this protein-protein interaction regulates p21 protein
transcription is unknown. The activity of both proteins is regulated by a variety of post-
translational modifications. One of these posttranslational modifications is the phosphorylation
of FOXO4 by AKT kinase at residues T32, S197 and S262, which occurs after activation of
the PI3K/AKT signalling pathway, also related to senescence. The first two of these
phosphorylation sites form binding sites for dimeric regulatory proteins 14-3-3. However, it is
still unclear whether phosphorylation and subsequent binding of 14-3-3 proteins somehow
affect the interaction of FOXO4 with p53. Therefore, the effect of FOXO4 phosphorylation
and subsequent binding of dimeric 14-3-3 protein on the ability to interact with p53 was studied
using sedimentation velocity analytical ultracentrifugation method. The results of this work
show that FOXO4 phosphorylation alone does not affect the interaction with p53, whereas
binding of 14-3-3 protein prevents the formation of the FOXO4:p53 complex.

Keywords: FOXO, p53, cellular senescence, protein-protein interaction, posttranslational
modifications, 14-3-3
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1 Uvod

Protein-proteinové interakce (PPI) jsou stézejni pro téméi vSechny biologické procesy
a hraji klicovou roli v bunééné signalizaci, regulaci a realizaci bunécnych funkci. Prestoze
dosavadni vyzkum strukturovanych proteini a jejich interakci Cerpd obrovského uspéchu
v oblasti strukturni biologie, podstatnou ¢ast proteomu tvoii proteiny, které obsahuji
nestrukturované oblasti nebo jsou zcela neuspofadané. Studium neuspotfadanych proteinii
(IDPs, zangl. intrinsically disordered proteins) se vSak tési rostoucimu z4jmu vzhledem
k jejich zapojeni do dilezitych bunéénych procest, véetné signalni transdukce (az 75 %
signalnich protein u savcl obsahuje > 30 aminokyselin dlouhé neuspotadané oblasti [1]),
regulace transkripce, nebo pfi tvorbé biomolekularnich kondenzati disledkem fazové separace
a také proto, Ze jejich pusobeni je implikovano v celé fadé patologii vcetné rakoviny,
neurogenerativnich a kardiovaskularnich onemocnéni.

IDPs nemayji za fyziologickych podminek stabilni trojrozmérnou strukturu, ¢imz jejich
studium pfedstavuje v mnoha ohledech jedinecnou vyzvu. Tradicni techniky strukturni
biologie, jako je rentgenova krystalografie a kryoelektronova mikroskopie se pti objasiiovani
molekularnich detaild interakei spoléhaji na ptitomnost stabilni, dobfe definované struktury.
Ptirozena flexibilita a absence stabilni konformace IDPs proto ¢ini tyto metody do zna¢né miry
neu¢innymi. IDPs se ¢asto zapojuji do dynamickych, pfechodnych interakei a jsou schopné
interagovat s vice riiznymi vazebnymi partnery v dasledku jejich konformacni plasticity.
Nuklearni magnetickd resonance (NMR) roztokd proteind sice umoznuje nahlédnout
do konformac¢nich souborti IDPs v atomarnim rozliSeni, avSak je omezena na studium malych
systémi < 60 kDa [2].

Oba proteiny, FOXO4 1 p53, obsahuji rozsdhlé neuspotadané oblasti (IDRs, z angl.
intrinsically disordered regions), a proto studium jejich protein-proteinové interakci piindsi
stejné vyzvy. Tato diplomova prace navazuje na charakterizaci vazebného rozhrani mezi témito
proteiny a rozviji problematiku této interakce o vliv posttransla¢nich modifikaci, konkrétné
je pomoci analytické ultracentrifugace studovan efekt fosforylace FOXO4 proteinkinasou

AKT a nasledné vazby 14-3-3 na schopnost interagovat s p53.

12



2 Literarni prehled

2.1 Buné¢éna senescence

Bunécnd senescence (téz pouze ,senescence) je definovdna jako stav trvalého
zastaveni bunécného cyklu [3]. Senescence byla poprvé popsana Hayflickem a Moorheadem
v roce 1961 pii jejich pozorovani nevratného zastaveni rustu lidskych fibroblasti pii dosazeni
kone¢ného poctu bunéénych déleni po rozsahlé kultivaci, navzdory piitomnosti dostatku
rustovych faktori a mitogennich podnétd [4]. Zaroven autofi vyslovili domnénku,
7e senescence probiha také in vivo jako pfirozena soucast procesu starnuti a jako mechanismus
zabranujici nekontrolovanému ristu poSkozenych bunék, coz ptispiva k potlaceni rakoviny [5].

Tento nazor se setkal s nediivérou vétsSiny tehdejsi védecké komunity, a obecné byl
spiSe pfijiman nazor, ze bunénad senescence pozorovana in vitro je artefaktem bunécéné
kultivace (neschopnosti pfesné napodobit in vivo podminky) nez biologicky relevantnim
procesem Vv zivych organismech [6], [7]. Postupné se v§ak hromadily ditkazy o senescentnich
buiitkach ve starnoucich tkanich a za patologickych stavil, coz vedlo k pozdéj$imu piijeti jejich
hypotézy a dnes je jiz zcela jasné, ze senescence je fyziologicky proces. Pozdéji byl tento
zvlastni typ senescence (tzv. replikacni senescence) kauzalné spojen s ubytkem telomer,
procesu, ktery vede k chromozomadlni nestabilit¢ a podporuje tumorigenezi v souladu
s ptivodni hypotézou Hayflicka a Moorheada [8]. Nasledné studie posilily vyznam senescence
jakoZto obranného mechanismu pied nekontrolovanym mnoZenim poskozenych bunék
a v potlaceni rozvoje nadorovych onemocnéni [9].

Nove¢ studie vSak ukazuji, ze fyziologicky vyznam bunééné senescence presahuje
ramec potlacovani nadorti a tyka se fady dalSich biologickych procest, napt. embryonalniho
vyvoje [10], [11], hojeni ran, opravy a remodelace tkani a starnuti organismu [12], [13].
Senescenci doprovazi vyrazné fenotypové zmény (zejména v oblasti struktury chromatinu

a sekretomu bunék) a odolnost vii¢i bunééné smrti [9], [14].
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2.1.1 Role senescence ve starnuti

Pokrocily vék predstavuje u ¢loveéka hlavni rizikovy faktor pro celou fadu onemocnéni
vcetn¢ rakoviny, cukrovky, kardiovaskularnich a neurogenerativnich poruch [15]. Obecné
se ma za to, ze ke starnuti dochazi v disledku postupné ztraty funkce tkani a organt. Zéakladni
molekularni a bunééné mechanismy podminujici starnuti vSak zastavaji predmétem rozsahlého
vyzkumu® [17]. Bun&éna senescence pfitom pfedstavuje jeden ze zakladnich mechanismi

podporujici proces starnuti (viz obr. 2.1).
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Obrazek 2.1: Molekularni a bunééné mechanismy podminujici starnuti. Vytvofeno pomoci Biorender.com.
Kategorie pievzaté z [17].

Predpoklada se, Ze senescentni buiiky narusuji strukturu a funkei tkani kvali sekreci
interleukint, prozanétlivych cytokinti a ristovych faktort™ do jejich mikrobun&éného okoli,
coz se muze prenést v chronicky zanét [19]. Senescentni buiikky maji pozménény fenotyp

a mohou byt rozpoznany a eliminovany bunikami imunitniho systému, pficemz s ptibyvajicim

* Az ~300 000 ¢lanku bylo publikovano na téma starnuti v letech 2013-2023. V roce 2013 byl v &asopise Cell
publikovan ¢lanek ,,The Hallmarks of Aging* (Charakteristické znaky starnuti), ktery poskytuje komplexni ramec
pro pochopeni biologickych procest, které podminuji proces starnuti [16]. V roce 2023 byl v Cell publikovan
dalsi ¢lanek od stejnych autord, v némz je problematika starnuti rozvedena o nové poznatky ziskané za deset let
vyzkumu [17].

¥ Souhrnné se sekretom senescentnich bunék oznaduje jako SASP (z angl. senescence-associated secretory
phenotype) [18].

14



vékem se imunitni systém stava pti odstranovani senescentnich bunék méné ucinnym, coz vede
k jejich hromadéni v riznych tkanich a orgénech [20]. NejpresvédCivejsim ditkazem kauzalni
role bunééné senescence ve starnuti je, Ze kontinudlni genetickd nebo farmakologicka
eliminace senescentnich bunék u pfirozené¢ starnoucich mysi prodluzuje dobu, po kterou
organismus Zzije bez chronickych onemocnéni zpiisobenych starnutim (angl. tzv. healthspan)
a dobu Zzivota (angl. lifespan) [21]. Na modelech mysi s jiZ rozvinutymi onemocnénimi
se prokazalo farmakologické odstranéni senescentnich bunck jako 1é¢ebné [22]. Nékolik
klinickych studii cilicich na odstranéni senescentnich bun¢k pro rtizné indikace jiz dokoncilo
prvni fazi a v soucasnosti dalsi klinické studie probihaji nebo jsou planovany (ptehled

probihajicich klinickych studii zde [23]).

2.1.2 Molekularni mechanismy senescence

Senescence muze byt indukovana celou fadou bunécnych stresort, mezi néz patii napf.
ubytek telomer, poSkozeni DNA, onkogenni signalizace, mitochondridlni dysfunkce nebo
oxidacni stres, pricemz existuji dvé hlavni signalizani dréhy, které vyvolavaji a udrzuji
senescenci [24]. Jedna dréha je fizena transkripénim faktorem a tumorovym supresorem p53
a proteinem p21 (inhibitorem CDK?2), ktery spada pod transkripéni kontrolu p53. Druhé draha
je fizena proteinem pl6™4A, ktery je inhibitorem CDK4 a CDK6 [9]. Cyklin-dependentni
kinasy (CDK) jsou klicovymi hraci progrese bunééného cyklu. Spolu s partnerskymi cyklin
proteiny umoziuji ptrechod z G; ptipravné faze do S faze bunééného cyklu. Inhibice CDK
proteint blokuje fosforylaci retinoblastomového proteinu (pRB), ¢imz pRB ziistava ve své
aktivni hypofosforylované formé, a dale aktivuje E2F transkripéni faktory, coZ vede
ke stabilnimu zastaveni bunécného cyklu a indukci senescence [25], [26]. Senescentni buiiky
maji zvySenou transkripci n¢kolika anti-apoptickych proteint, véetné BCL-2 a BCL-xL, ¢imz
se stavaji odolnymi vuc¢i apoptoze [27]. Riizné bunééné stresory sice zasahuji do riznych

6INK4A

signaliza¢nich kaskad, ale nakonec aktivuji p53, p1 nebo oba tyto proteiny [9].
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2.2 Transkripce

Transkripce je zakladni biologicky proces, pii kterém se genetickd informace
zakddovana v pofadi deoxyribonukleotidi DNA kopiruje do sekvence ribonukleotidii RNA,
vzniké tak nova molekula RNA, kterd je syntetizovana na zdklad¢ komplementarity dusikatych
bazi podle vzoru nekoédujiciho vldkna DNA, a to za Ucasti enzymu DNA-dependentni RNA
polymerasy. Vznikly primarni RNA transkript je u eukaryot dale zpracovavan
tzv. posttranskricnimi Gpravami, vyslednym produktem téchto uprav je bud’ funkéni nekodujici
RNA nebo mRNA (z angl. messenger RNA), podle které se v procesu translace syntetizuje
bilkovina [28]. Transkripce tudiz zahajuje proces genové exprese, jenz lze vystihnout

jednoduchym schématem (viz obr. 2.2) [29].

M\_ﬁmﬁ rrr
Transkripc;e Translace

DNA RNA Protein

Obrazek 2.2: Schéma genové exprese. Vytvofeno pomoci Biorender.com

Prokaryotni organismy maji k dispozici pouze jednu RNA polymerasu, zatimco
eukaryoty maji nejméné tfi typy RNA polymeras, a kazda z nich je zodpovédna za piepis
raznych podtyplt RNA. RNA polymerasy I a III syntetizuji funkéni nekodujici RNA, kdezto
RNA polymerasa II syntetizuje vSechny protein-kddujici geny [30].

Kroky transkripce lze obecné rozdélit do tfi hlavnich fazi: iniciace, elongace

.....

.....

daného genu, rozpoznavany RNA polymerasou a transkripénimi faktory, které zajistuji
piesnou kontrolu genové exprese. RNA polymerasa rozvine dvojity helix DNA a pfesouva se
po vlakné DNA k mistu zacatku transkripce. Elongace se uskuteciiuje ¢tenim nekodujiciho
(templatového) vlakna DNA ve sméru od 3" do 5 konce RNA polymerasou, ta soucasne
katalyzuje postupné pfipojovani ribonukleosidtrifostatt (ATP, UTP, GTP, CTP)
fosfodiesterovou vazbou [28]. Molekula RNA je proto syntetizovana ve sméru opacném

(5’>3"). Transkripce je ukoncena piepisem tzv. terminani sekvence, napiiklad
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tzv. polyadenyla¢niho signalu AAUAAA u genu kddujicich proteiny, kde A = adenin
a U = uracil [31]. Nov¢ syntetizovana molekula RNA je uvolnéna, v ptipad¢ eukaryot dale
nasleduji post-transkripéni upravy (viz obr. 2.3).

Na 5" konec pre-mRNA je pres trifosfatovy mustek pfipojena
7-methylguanosinova c¢epicka a na 3" konec dochazi k pfipojeni néckolika desitek
adenylatovych zbytkli, vznikd tzv. polyadenyldtovy ocas. Tyto upravy slouzi jednak
k lokalizaci mRNA do cytosolu, a dale chrani konce fetézce pted exonukleasami. Dalsi
posttranskripéni modifikaci je sestfih (z angl. splicing), ktery spociva ve specifickém vystépeni
nekddujicich sekvenci primarniho transkriptu (tzv. introntl). Ve zralé mRNA se taktéz
na 5" a 3" konci nachazi sekvence ribonukleotidi, které nejsou v procesu translace prekladany
do sekvence aminokyselin, nazyvaji se UTR (z angl. untransleted region) [32]. Transkripéni
kontrola stoji na samotném pocatku genové exprese a je beze sporu pro bunku zcela stézejni

proces, a proto podléha ptisné regulaci prostfednictvim transkripénich faktori.

Transkripce

5 UTR 3'UTR

Pre-mRNA -u.u.m; Exon1 Intron m Intron m Intron I g ! Ilnlron ]J.J.J._LLLu.i

PosttranskripEni dpravy

N 5 UTR 3'UTR
Zralda mRNA ((_;)_um.uu_u. Exon 1 Exon 2 Exon 3 - 1
5'-methylguanosinova ¢epicka 3'-polyadenylatovy ocas

Obrazek 2.3: Zpracovani RNA u eukaryot. Vytvofeno pomoci Biorender.com

2.3 Transkrip¢ni faktory

Jako transkripéni faktory (TF) se oznacuji vSechny proteiny, které se podileji
na regulaci transkripce v jeji inicia¢ni fazi. Tyto proteiny se bud’ vdZou na specifickd mista

v regulacnich oblastech DNA — tzv. elementech promotoru, obvykle o délce 5—12

......

......

komplexu, a bez kterych by nebylo mozné docilit stabilni interakce RNA polymerasy
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s promotorem nutné pro zahajeni transkripce, a dale transkripcni faktory specifické, které
se dale d¢li na induktory a represory, podle toho, zda usnadnuji nebo znemoziuji vazbu RNA
polymerasy na DNA [28].

Elementy promotoru, které tvoii vazebna mista pro induktory a represory se obvykle
nenachdzi v bezprostiedni blizkosti mista zahajeni transkripce daného genu RNA
polymerasou, ale jsou vzdaleny 100 bp az 1 Mb, a to ve sméru k 5 konci (angl. ,,upstream®)
nebo 3" konci (angl. ,,downstream®) [33]. Jeden z modeld, popisujicich jak se takto vzdalené
transkripéni faktory podili na iniciaci transkripce cilené¢ho genu, spoc¢iva v ohybani DNA
¢itvorbé smycek ve struktufe DNA, které prostorové piiblizuji induktory/represory
mohou interakci zprostiedkovavat dalsi medidtorové proteiny [34]. Jiny model zdlraznuje
ulohu chromatinu ke zprostfedkovani interakci. Vazba transkripénich faktord mize zpusobit
zmény v struktufe chromatinu, ¢imzZ se promotorova oblast stane piistupnéjsi pro transkripéni

masinérii [35].

2.3.1 Regulace transkripce prostifednictvim transkripénich faktori

Genova exprese je nejcastéji regulovana jiz na Grovni transkripce. Oproti ostatnim
kontrolnim bodim genové exprese (napft. regulace degradace proteinli nebo jejich aktivity),
totiz jedind transkripni kontrola zajiStuje, Ze bunika nebude syntetizovat nadbytecné
meziprodukty. Lidsky genom obsahuje asi 25000 genti a 20 000 znich nalezi protein-
koédujicim gentim, pficemz piiblizné 10 % z protein-kodujicich gend vétSiny organismu
pfipada na transkrip¢ni faktory, coz je dé€la jednu z nejpocetnéjSich proteinovych tiid v buiice
[28]. Piestoze existuji ptipady redundance, transkripéni faktory obvykle rozpoznavaji unikétni
regulacni sekvenci nukleotidi DNA, kterd je odliSnd od jinych regulacnich sekvenci
rozpoznavanych dalSimi transkripcnimi faktory.

Molekularni rozpoznavani elementli promotoru transkripénimi faktory obecné spoléha
na komplementaritu povrchu proteinu s povrchovymi rysy dvojité Sroubovice DNA,
podminéné sekvenci nukleotidii. TF navazuji fadu kontaktii s DNA, které zahrnuji vodikové
vazby, iontové vazby a hydrofobni interakce. Piestoze jednotlivé se jedna o slabé kontakty, tak
v jejich obvyklém poctu ~20 kontaktl, které se tvofi na rozhrani DNA s transkripénimi
faktory, zajiStuji vysoce silnou a specifickou interakci [28]. PfestoZe jednotlivé kontakty

na rozhranich protein—DNA jsou v detailech pokazdé jedine¢né, transkripéni faktory spoléhaji
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na nektery z omezeného souboru DNA vazebnych strukturnich motivi (viz obr. 2.4). Tyto
motivy obvykle vyuZzivaji bud’ a-helixy, nebo B-listy k vazbé na hlavni zlabek DNA, piicemz
bocni fetézce aminokyselin, které z téchto motivil vystupuji, vytvareji specifické kontakty
s DNA. Dany strukturni motiv tak miize byt pouZit k rozpoznani mnoha riiznych regulacnich

sekvenci v zavislosti na specifickych postrannich fetézcich, které z n¢j vychazeji [28].

A

vazebné rozhrani
dimeru

— smytka

Obrazek 2.4: Typické strukturni motivy DNA-vazebnych domén transkrip¢nich faktora. (A) Zinkovy prst
— o-helix a B-list propojené iontem Zn*" (B) Leucinovy zip — dva o-helixy vaZici se na DNA jako dimer. (C)
Homeodoména — tfi spojené o-helixy. (D) Helix-smycka-helix (z angl. ,helix-turn-helix“). Pievzato
a upraveno [28].

2.4 Transkrip¢ni faktory FOX

Forkhead box (zkracené¢ FOX) proteiny tvoii pocetnou rodinu transkripénich faktord,
kterou spojuje pritomnost evoluéné¢ konzervované ,forkhead“ DNA vazebné domény
(zkracené¢ FKH-DBD, zangl. Forkhead DNA binding domain). Dohromady bylo
identifikovano 50 FOX proteint v lidském genomu, ty jsou rozdéleny do 19 podrodin (ndzvy
abecedn¢ od FOXA az po FOXS) na zaklad¢ sekvencni homologie uvnitt a va¢ FKH-DBD
[36]. DNA vazebna doména FOX transkripénich faktort predstavuje kompaktni o/p protein
tvoteny asi ~100 aminokyselinami s tfemi a-helixy (H1-H3), tfemi B-fetézci (S1-S3) a dvéma

smyckami (W1-W2) (viz obr. 2.5) [37], [38].
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Obrazek 2.5: DNA vazebna doména FOX transkripénich faktori. Zde krystalova struktura FOX0O4-DBD
v komplexu s DNA (PDB: 3L2C). Prvky sekundarni struktury jsou znacené v souladu s typickou nomenklaturou
pro FKH-DBD. U FOXO04 se navic oproti jinym FOX proteintim vyskytuje ¢tvrty 3o-helix (H4) [38]. Obrazek
byl vytvoren v programu The PyMol Molecular Graphics System, v.2.4.1, Schrodinger, LLC.

Zakladajici ¢len rodiny FOX byl identifikovan u octomilky (Drosophila melanogaster)
pied vice nez tfemi desetiletimi. Bylo zji§téno, Ze mutace homeotického? genu forkhead (fkh)
vedla ke vzniku ektopickych hlavovych struktur u embryi octomilky pfipominajici vidlicku,
¢imz vznikl 1 ndzev rodiny (angl. vidlicka—fork, hlava—head, odtud forkhead) [39].

FOX proteiny jsou zodpoveédné za piesné prostoroveé a ¢asové ladéni exprese plejady
geni béhem ristu 1 v dospélych tkanich. Jejich funkce v ramci organismu jsou natolik
ruznorodé, Ze detailni popis by byl zna¢né€ obsahly [36]. Proto v této praci bude pozornost dale
vénovana pouze podrodin¢ ,,0“ (FOXO), kterda je pravdépodobné nejlépe studovanou
podrodinou FOX proteint, a pozdé&ji zejména FOXO4 proteinu, protoze je studovan

v experimentalni ¢asti této prace.

2.4.1 FOXO transkrip¢ni faktory

U ¢lovéka podrodina FOXO zahrnuje ctyti proteiny: FOXO1, FOX03, FOXO04
a FOXO06. Savci FOXO jsou hojné exprimovany témet ve vSech tkéanich v téle, s vyjimkou
FOXO6, ktery je patrné pritomen pouze v mozkové tkani dospé€lych jedincii [36]. Molekuly
FOXO proteinil jsou tvoteny jiz zminénou FKH-DBD doménou, kterd je vysoce kompaktni

a predstavuje jedinou strukturovanou oblast FOXO proteini (~75 % proteinu je

* Homeoticky gen je oznadeni pro geny, které maji vyznamnou roli v embryonalnim vyvoji anatomickych struktur
a ¢asti t€la mnohobuné¢nych organismu.
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nestrukturovand) [40], C-koncovou transaktivacni doménou (TAD) a dale dvéma evolu¢né
konzervovanymi sekvencemi: nukledrni lokaliza¢ni sekvenci (NLS) a nuklearni exportni
sekvenci (NES) [41], ktera vSak chybi v sekvenci FOXO6 proteinu [36] (viz obr. 2.6).
Nestrukturované oblasti FOXO proteintt jsou funkéné dllezité, obsahuji mista pro

posttransla¢ni modifikace a vazebna mista pro protein-proteinové interakce [42].
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Obrazek 2.6: Doménova organizace FOXO proteini. FKH-DBD — Forkhead DNA vazebna doména, NLS —
nuklearni lokaliza¢ni sekvence, NES — nuklearni exportni sekvence, TAD — transaktiva¢ni doména. Pro FOXO3
protein jsou dale vyznaceny regula¢ni aminokyselinové zbytky, které podléhaji posttranslaénim modifikacim, a
prislusné kinasy/acetylasy. P — fosforyla¢ni misto, A — acetyla¢ni misto. Pfevzato a upraveno [36].

Transkripéni faktory FOXO se vazi jako monomery na dva rizné promotorové DNA
elementy, DBE (z angl. Daf-16 binding element) o sekvenci nukleovych bazi
5'-GTAAA(C/T)AA-3" a IRE (z angl. insulin-responsive element) o sekvenci
5'-(A/C)(A/C)AAA(C/T)AA-3"[43]. Exprese genll pod transkripéni kontrolou FOXO proteinti
muZze byt zfejmé fizena kterymkoli ¢lenem FOXO podrodiny (v rdamci FKH-DBD jsou pouze
drobné rozdily v aminokyselinové sekvenci, viz sekvencni srovnani na obr. 2.7) a specifita
jednotlivych FOXO proteinii je tak alespon ¢aste¢né urcena rozdily v jejich expresnich

profilech [44], [45].
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H H4 H3 S2 w1

1 S1 H2
—a—%a

FOX06 81 KSSRRNAWGNLSYADLITKAIESAPDKRLTLSQIYDWMVRYVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHTRFIRVQNEGT 159
FOX04 90 GGSRRNAWGNQSYAELISQAIESAPEKRLTLAQIYEWMVRTVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSKFIKVHNEAT 168
FOX01 153 SSSRRNAWGNLSYADLITKAIESSAEKRLTLSQIYEWMVKSVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSKFIRVQONEGT 231
FOX03 150 CSSRRNAWGNLSYADLITRAIESSPDKRLTLSQIYEWMVRCVPYFKDKGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSRFMRVQNEGT 228

JkEkEkkkEA kxkkokk . kK hK . shEkkxk ok kk ok Ly KAXIXAXIAIXIA I I I ITALT I A AL IAA K s ok ek dkX %

FOX06 160 GKSSWWMLNPEGGKTGKTPRRRAVSMDNGAKFLRIKGKASKKK 202
FOX04 169 GKSSWWMLNPEGGKSGKAPRRRAASMDSSSKLLRGRSKAPKKK 211
FOX01 232 GKSSWWMLNPEGGKSGKSPRRRAASMDNNSKFAKSRSRAAKKK 274
FOX03 229 GKSSWWIINPDGGKSGKAPRRRAVSMDNSNKYTKSRGRAAKKK 271

Obrazek 2.7: Sekvencni alignment FKH-DBD FOXO transkripcnich faktoru. Sekvencni alignment byl
proveden pomoci programu Clustal Omega. ' * ' symbolizuje shodu aminokyselin, ' : ' symbolizuje silnou evolu¢ni

konzervaci aminokyselin a znaci slabou evolu¢ni konzervaci aminokyselin. Modfe jsou vyznaceny ty
aminokyseliny, kter¢ tvofi kontakty s DNA. Nad sekvenénim alignmentem je schematicky zndzornéna sekundarni

struktura (vélec — a-helix, Sipka — B-fetézec).

Proteiny FOXO jsou kli¢ovymi negativnimi regulatory bunécné proliferace a preziti.
Vyznamné se podili na udrZzeni bunéné homeostazy tak, Ze koordinuji bunécnou odpovéd’
na zmény vnéjsiho prostredi, napt. deprivaci ristovych faktort, metabolicky a oxidaéni stres.
Mohou regulovat redoxni stav bunky, genomovou stabilitu a obrat proteinti. Proteiny FOXO
proto hraji dilezitou roli v mnoha bunéénych procesech, véetné metabolismu glukoézy a lipida,
apoptozy, autofagie, inhibici bunééného cyklu, odolnosti vici stresu, oprav DNA, angiogeneze,
zanétu, imunitni odpovédi a diferenciace [46].

Aktivni FOXO proteiny jsou také povazovany za dilezité tumorové supresory, protoze
zodpovidaji za transkripci gend, které blokuji nadmérnou proliferaci, dokdzou zastavit bunécny
cyklus nebo vyvolat apoptézu, a proto jsou u mnohych nadord inaktivovany. Mysi
s trojnasobnym genovym knockoutem FOXO1, FOXO3 a FOX04 vykazuji zavazné fenotypy,
véetné celosystémovych cévnich defektd, rozvoje nadorii a embryondlni letality [40], [47].

Funkce FOXO transkrip¢nich faktor podléha ptisné regulaci zejména prostiednictvim
insulin/PI3K/AKT signalni drahy [48], a je dale upravovana fadou posttranslacnich modifikaci
a protein-proteinovych interakci, ¢imz FOXO proteiny dokazi integrovat rizné bunécné

a enviromentalni signaly, a tak dokaZzi vyvolat specifickou buné¢nou odpoveéd’ [36].
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2.5. Transkrip¢ni faktor FOXO4

Transkripcni faktor FOXO4, diive také AFX (z angl. Acute Leukemia Fusion protein
on chromosome X), byl objeven a identifikovan jako soucast fuzniho genu, ktery je vysledkem
chromosomalni translokace u akutni leukemie [49]. U savct je FOXO4 exprimovan po celém
téle, nejvice pak v srdci, mozku, ledvinach, plicich a kosternim svalstvu [46].

Aktivita FOXO4 je piisn¢ regulovana predevSim signalizaci rastovych faktort
a bunénym stresem prostfednictvim posttranslacnich modifikaci, jejichz rtiizné kombinace
pozménuji transkripéni aktivitu (tj. efektorové transkripéni programy) a ovliviiuji DNA-
vazebnou afinitu, vnitrobunécnou lokalizaci, stabilitu proteinu a nasledné i poloc¢as (obrat)
proteinu a interakce s dalSimi molekulami, jako jsou koaktivatory, korepresory a dalsi
transkripéni faktory [50].

Aktivita FOXO4 je dale regulovana na urovni transkripce, kde aktivni FOXO04 reguluji
svou vlastni expresi nebo expresi ostatnich ¢lentt FOXO podrodiny, ale také posttranskripéné,
kde zasahuji molekuly mikroRNA, tj. kratké nekodujici RNA (o 21-25 nukleotidech) [51],
které inhibuji translaci cilovych mRNA jejich navdzanim na zakladé¢ ¢aste¢né komplementarity

bazi [52].

2.5.1 Regulace FOXO4 prostrednictvim PI3K-AKT signalni drahy

FOXO transkrip¢ni faktory jsou jedny z hlavnich ptimych substratl proteinkinasy AKT
(t¢Z znamé pod nazvem PKB, z angl. protein kinase B) v reakci na bunéénou stimulaci
rastovymi faktory nebo insulinem. Vazba ristovych faktori nebo insulinu na jejich
tyrosinkinasové receptory zpisobuje aktivaci fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K), kterd
nasledné aktivuje nékolik serinovych/treoninovych proteinkinas, v€etné rodiny proteinkinas
AKT a ptibuzné rodiny proteinkinas SGK (z angl. serum and glucocorticoid inducible kinase)
[53]. PI3K-AKT signalni drdha je nezbytnd pro pieziti a rist bunék b&hem vyvoje
a karcinogenese. Jeji dulezitost podtrhuje skutecnost, Ze je evoluéné konzervovana mezi druhy
od bezobratlych pies ryby, plazy, obojzivelniky az po savce, a dale fakt, ze je Casto

deregulovédna v rdmci nadorovych onemocnéni [54], [55].

23



AKT/SGK fosforyluje FOXO proteiny na tiech residuich®, v piipadé FOXO4 se jedna
0 T32, S197 a S262™, pfi¢emz prvni dvé fosforylaéni mista tvoii vazebna mista pro regula¢ni
do cytoplasmy, kde FOXO nejsou schopny vykonavat funkci transkripénich faktort
(viz obr. 2.8) [58]. Mechanismus exportu zprosttedkovany vazbou 14-3-3 spociva v zakryti
NLS, ¢imz je zabranéno opétovnému vstupu do jadra a v odkryti NES, ¢imz dochazi
k rychlej§imu rozpoznani této sekvence a naslednému exportu FOXO prostiednictvim
exportint. Fosforylované FOXO proteiny jsou degradovany v proteasomu [59].

Soucasny model regulace FOXO proteint piedpoklada jejich kontinudlni transport
mezi jadrem a cytoplasmou. Existuji také dikkazy pro to, ze fosforylace druhého fosforylacniho
mista proteinkinasou AKT, které se nachdzi v ramci NLS, vede ke konformac¢nim zménam

a/nebo zméné¢ naboje této sekvence. Tyto d&je NLS inaktivuji a tim posunuji rovnovahu

‘Insulin/lGF-1

T @
‘ (@)
o'
Proteasom

AKT/SGK

transkripce
SR cilovych genl
C_FOX04 )

Obrazek 2.8: Schéma inhibice FOXO transkripénich faktori. FOXO proteiny jsou inhibovany
prostiednictvim PI3K/AKT signalni drahy v odpovédi na vazbu insulinu nebo ristovych faktorti na jejich tyrosin
kinasové receptory (napi. IGF-1, z angl. insuline-like growth factor 1). Vytvofeno pomoci Biorender.com

$ Proteinkinasy AKT a SGK fosforyluji FOXO4 na stejnych residuich, ale vykazuji rGzné preference
fosforyla¢nich mist. Zatimco SGK preferuje fosforylaci T32 a S262, tak AKT prednostné fosforyluje T32 a S197
[56].

" Aminokyselinové zbytky, které jsou fosforylovany proteinkinasami AKT/SGK se nachdzeji v evolu¢né
konzervovanych oblastech sekvence FOXO proteind, to podtrhuje jejich vyznam jakozto hlavniho regula¢niho
prvku FOXO proteint [57].
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smérem k lokalizaci FOXO v cytoplasmé. Tento alternativni mechanismus translokace FOXO

proteinil je nezavisly na proteinech 14-3-3 [53], [60].
2.5.2 Regulace FOXO04 prostirednictvim posttransla¢nich modifikaci

FOXO proteiny podl€haji celé fadé posttransla¢nich modifikaci, zejména fosforylaci,
acetylaci a ubikvitinaci, ale jsou znamé také piipady methylace a glykosylace [61].
V nasledujici ¢asti textu budou uvazovany predevsim ty posttranslacni modifikace, které byly
experimentalné potvrzené in vivo, nikoliv posttranslaéni modifikace predpovézené

ze sekvence. Hlavni posttransla¢ni modifikace FOXO4 proteinu jsou shrnuty na obr. 2.9.

? AR ??@P@? * o

N | FkH-0BD| | [nLs| | L[] nes | |[Tap ¢

AKT T32 S197 5262

INK T451T455
CK1 $265 5269

DYRK1A S272

CBP/p300 K186 K189 K407
MDM2/USP7 K203 K211

?/SIRT1 K215 K237

Obrazek 2.9: Hlavni mista posttransla¢nich modifikaci FOXO4 v ramci jeho doménové architektury.
Legenda: P — fosforyla¢ni misto, AC — acetylaéni misto, Ub — ubikvitinaéni misto. Cerné jsou vyznaceny
potvrzené posttranslacni modifikace. Predpovidané posttranslacni modifikace na zéakladé¢ sekvencniho
alignmentu s ostatnimi ¢leny FOXO podrodiny jsou vyznateny modie. Cervend jsou vyznadeny ty enzymy a
piislusné posttranslaéni modifikace, které jsou timto enzymem odstranény (napf. SIRT1 deacetyluje FOXO4 na
residuich K215 a K237, ptitom acetylasa zodpovédna za vznik této posttranslacni modifikace neni znama —
symbolizovano otaznikem). Pfevzato a upraveno [52].

2.5.2.1 Fosforylace FOX0O4

V modulaci aktivity FOXO4 hraji hlavni roli fosforylace. Kinasy podilejici se na
fosforylaci FOXO4 1ze rozdélit podle toho, zda zvySuji transkripéni aktivitu FOXO4 (JNK)
a nebo ji snizuji (AKT, SGK, CK1, DYRK, NLK, ERK) [50].

V odpovédi na oxidacni stres nebo probihajici zanét zprostiedkovany signalizaci
cytokinem TNF-a (z angl. tumor necrosis-factor a) dochazi k aktivaci proteinkinasy JNK
(z angl. c-Jun N-terminal kinase). JNK fosforyluje FOXO4 na residuich T451 a T455, pficemz
tyto modifikace vedou k translokaci FOXO4 do jadra a aktivaci FOXO4 fizenych
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transkripCnich programt [62]. Je tieba poznamenat, Ze fosforylacni mista rozpoznavané

proteinkinasou JNK u FOXO1 a FOXO3 chybi [15].

2.5.2.2 Acetylace FOXO4

FOXO4 je in vivo acetylovan CBP acetyltransferasou (z angl. CREB-binding protein)
a homologni acetyltransferasou p300 na tiech lysinovych residuich: K186, K189 a K407. Prvni
dva lysinové zbytky se nachéazi v ramci FKH-DBD a bylo zjisténo, Ze tyto modifikace snizuji
transkrip¢ni aktivitu FOXO04 u tady klicovych genti [63]. U FOXO1 a FOXO3 bylo dale
ukazano, ze tyto modifikace ptimo snizuji DNA-vazebnou afinitu.

Acetylace inhibuji aktivitu FOXO04, zatimco deacetylace aktivitu zvySuji. FOXO4
muze byt deacetylovan histonovymi deacetylasami (HDAC) na téch residuich, které jsou
acetylovany CBP/p300, takze aktivita HDAC piisobi proti snizeni transkripéni aktivity FOXO4
[52]. Na jinych residuich jsou deacetylace zprostiedkovany NAD-dependentni deacetylasou
SIRT1 a bylo ukazano, Ze i tyto deacetylace maji za Gcinek zvySeni DNA-vazebné afinity

u fady cilovych genti [64].

2.5.2.3 Ubikvitinace FOX04

FOXO4 podléhd jak monoubikvitinaci, tak i1 polyubikvitinaci. Monoubikvitinace
FOXO04 v odpovédi na oxidacni stres je zprostfedkovana E3 ubikvitin ligasou MDM2 (z angl.
murine double minute 2) a vede k jeho jaderné lokalizaci a zvySeni transkripéni aktivity [65],
zatimco polyubikvitinace je pravdépodobné zprostiedkovdna Skp2 (z angl. S-phase kinase-
associated protein 2) a vede k degradaci na proteasomu. Odstranéni monoubikvitinace
proteasou USP7 (z angl. ubiquitin specific protease 7), vede k relokalizaci FOXO4
do cytoplasmy a inhibici jeho transkripéni aktivity [52].

2.5.2.4 Glykosylace FOX04
FOXO4 je vodpovédi na oxidacni stres prostfednictvim  asociace
s glykosyltransferasou OGT (z angl. O-GlcNAc transferase) glykosylovan pfipojenim
B-N-acetylglukosaminu na serin nebo threonin. Bylo ukazéano, ze tato glykosylace vede ke
zvySeni transkripéni aktivity FOXO4, konkrétn€ ke zvySeni exprese p27 proteinu, inhibitoru
cyklin dependentnich kinas, a ndslednému zastaveni bunééného cyklu a zvysSené odolnosti
bunék vici akutnimu oxida¢nimu stresu [66]. Glykosylace proteinti mize dale slouzit jako

obecny ochranny mechanismus intracelularnich proteint pfed oxidativnim stresem [67].
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2.5.3 Ostatni mechanismy regulace FOX04

Transkripce FOXO3 a FOXO1 je zvySena prostiednictvim E2F-1 transkripniho
faktoru, a dale bylo ukazano, ze aktivace FOXO3 vede ke zvySené koncentraci mRNA pro
FOXO1 a FOXO4, coz nasvédCuje o pfitomnosti pozitivni zpétné vazby, ktera fidi expresi
FOXO proteint. Dale bylo ukazéano, ze hladovéni nebo kalorické restrikce vedou ke zvySené
hladin¢ mRNA FOXO4 v kosternim svalstvu [52].

Exprese FOXO4 je posttranskripéné inhibovana navazanim rtznych microRNA (téz
miRNA) na neptekladanou oblast (tzv. 3"UTR; z angl. 3"- untranslated region) mRNA kodujici
FOXO4. Tento typ inhibice exprese FOXO4 je typicky pro patologické stavy, napf.
u diabetické retinopatie (skrze miRNA-29a a miRNA-29b), u nadora tlustého stieva (skrze
miRNA-1274a), nebo u karcinomu nosohltanu (skrze miRNA-421), u né&jZ bylo zjisténo,
7e inhibice hladiny FOXO4 proteinu prostfednictvim miRNA-421 zpusobuji proliferaci
nadorovych bungk a jejich resistenci vaci apoptdze [52].

Na regulaci aktivity FOXO04 se dale podili interakce s koaktivatory (napf. f-catenin,
p300) [68], [69] a korepresory (napi. pinl, Ku70) [70], [71] a dal$imi transkripcnimi faktory,

vcetné€ nepochybné nejzndmeéjsiho tumorového supresoru p53.

2.6 Transkrip¢ni faktor pS3

Protein p53 je kddovan genem TPS53, ktery je u ¢lovéka lokalizovan na chromosomu
17 [72], a své jméno dostal pii jeho objeveni v roce 1979 podle zdanlivé molekulové vahy
53 kDa ziskané metodou SDS-PAGE [73]. Piestoze se jedna o nejzndméjsi tumorovy supresor,
ktery je mutacemi inaktivovany u ~50 % lidskych sporadickych'™ nadori, tak pii pocatcich
jeho studia byl nejdiive chybné klasifikovan jako onkogen v souladu s tehdejSimi
experimentalnimi nédlezy a paradigmaty. Tii riizné skupiny nezéavisle publikovaly vysledky,
které podporovaly zavér, ze TP53 podporuje maligni transformaci bunck. VSechny skupiny
totiz ziskaly cDNA TP53 genu z jiZ transformovanych nadorovych bunék, ve kterych TP53
obsahoval bodové mutace, namisto cDNA TP53 z normalni funkéni tkané [75]. Nadorové

buniky byly pro klonovani cDNA vhodnymi kandidaty, protoze tehdejsi ucinnost klonovaci

1 Vétsina nadorovych onemocnéni ma v populaci ndhodny — sporadicky vyskyt. K malignim transformacim
dochazi mutacemi pouze somatickych bunék (x hereditarni vyskyt, u néhoz dochazi k pfenosu mutovaného genu
pohlavni buiikou jednoho z rodi¢i a mutace druhé alely nastane v somatické buiice) [74].

27



technologie byla nizka, takze bylo vyzadovano, aby builkky exprimovaly pfislusny gen
ve velkém mnozstvi, coz v ptipadé TP53 neni pro netransformované bunky splnéno, kdezto
v nddorovych bunikach se p53 hojné vyskytuje [76].

V roce 1989 pak jini autoii naklonovali lidsky TP53 gen nezavisle na ptedchozich
skupinach a poskytli peclivé a presvédCivé dikazy o tumor supresivni funkci p53 [77]. Kratce
potom byly porovnany DNA sekvence riznych klonti TP53, a vzhledem k tomu, Ze Zadné dva

vvvvvv

inaktivuji tumor supresivni funkci p53 [78].

2.6.1 Transkripéni a cytoplasmatické aktivity pS3

Jako transkripcni faktor se p53 se podili na regulaci vice nez 500 cilovych gend, a tim
fidi Sirokou Skalu bunéénych procest, véetné metabolické adaptace, oprav DNA, zéstavy
bunécného cyklu, apoptézy a senescence [79], [80]. V cytoplasmé¢ ma p53 dalsi funkce,
nezavislé na jeho transkripéni aktivité. Za uritych podminek indukuje apoptdzu a inhibuje
autofagii [81]. Aktivity p53 tizce souvisi s jeho multifunkéni doménovou architekturou, ktera

z p53 Cini Gstfedni protein-proteinovy interakéni uzel v nespoctu signaliza¢nich drah [15].

2.6.2 Doménova architektura p53

Protein p53 je homotetramerni transkripéni faktor, pfi¢emz kazdy protomer je tvofen
fetézcem 393 aminokyselin o skute€né molekulové vaze ~43,7 kDa [76]. Protein p53 je ¢lenény
do péti domén (viz obr. 2.10): N-koncové transaktivacni domény (TAD), domény bohaté
na prolin (PRD, z angl. proline rich domain), DNA vazebné domény (DBD), tetrameriza¢ni
domény (TD) a C-koncové regulacni domény (CRD, z angl. C-terminal negative regulatory

domain) [82], [83].
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Obrazek 2.10: Doménova architektura p53. Protomerni jednotka p53 je tvofena fetézcem 393 aminokyselin a
je ¢lenéna do Sesti domén: TAD — transaktivaéni doména, PRD — doména bohata na prolin, DBD — DNA vazebna
doména, TD — tetrameriza¢ni doména, CRD — C-koncova regula¢ni doména. Svislé sloupce znazoriuji relativni
Cetnost mutaci jednotlivych aminokyselin. Aminokyseliny, které jsou nej¢asteji mutovany jsou ¢iselné oznaceny.
Pievzato a upraveno [83].

2.6.2.1 Transaktiva¢ni doména

Transaktivaéni doména (residua 1-61) je vnitiné neuspoiaddna, avSak obsahuje dva
krat§i motivy TADI1 (residua 17-29) a TAD2 (residua 40-57), které mohou za urcitych
podminek zaujmout konformaci a-helixu, napt. pii stabilizaci vazbou na MDM2. Tyto dva
motivy mohou plsobit nezévisle nebo v kombinaci, aby umoznily vazbu s jinymi proteiny,
které reguluji bud’ stabilitu p53 (napf. MDM2) nebo transkripcni aktivitu, napf. vazba
s koaktivatory p300 nebo HMG-1. Dalsi uroven regulace aktivity p53 spociva v rozsahlé
fosforylaci TAD in vivo rznymi proteinkinasami, véetné ATM, CK-1, JNK a Chk1/2 [15].
Transkativa¢ni doména byla rovnéz identifikovana jako kli¢ova pro interakci s FOXO4 [84].
Krom¢ interakei s jinymi proteiny interaguje TAD p53 také s vlastni DNA-vazebnou doménou

prostfednictvim intramolekuldrnich interakei [85].

2.6.2.2 Doména bohata na prolin
Doména bohatd na prolin (residua 64-92) propojuje N-koncovou transaktivacni
doménu p53 proteinu s jeho DNA-vazebnou doménou. U c¢lovéka PRD obsahuje pétkrat
opakujici se sekvenci PXXP (kde P=prolin a X=libovolna aminokyselina). Dohromady tvofi
strukturni motiv s tendenci vytvafet tuhou levotoc¢ivou polyprolinovou Sroubovici, kterd
udrzuje TAD p53 oddélené od jeho DBD [86]. V ramci domény bohaté na prolin je znama
pouze jedind posttranslacni modifikace, a to fosforylace T81 proteinkinasou JNK za stresovych

podminek, ktera vede ke stabilizaci a aktivaci p53 [87].

2.6.2.3 DNA-vazebna doména
DNA-vazebnad doména (residua 93-293) se nachdzi mezi N- a C- koncovymi

nestrukturovanymi oblastmi a je zodpov&€dna za rozpoznani specifickych elementi DNA
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cilovych gent. Ty vykazuji urCitou mirou variability, obecné se vSak jednd o dvé dekamerni
sekvence 5'—PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’, kde Pu = purinové baze a Py = pyrimidinova
baze, kter¢ jsou oddéleny sekvenci o délce 0—13 nukleotidii [83]. DNA-vazebnou doménu tvoti
ti1 a-helixy (HI-H3), tfi smycky (L1-L3) a jedenact antiparalelnich B-fetézct (S1-S11), které
tvofi dva na sebe prelozené B-listy s hydrofobni vnitini stranou (viz obr. 2.11). Kli¢ovou roli
ve spravném skladani p53-DBD hraje kovovy iont zinku (Zn?"), ktery je koordinovany &étyfmi
aminokyselinovymi zbytky (C176, H179, C238 a C242) a stabilizuje zejména smycky L2
a L3 [88].

Obrazek 2.11: DNA-vazebna doména proteinu p53. Na obrazku je ukazana krystalova struktura p53-DBD
v komplexu s DNA (PDB: 2AHI) [88]. (A) Dimer p53 rozpoznava specifickou dekamerni sekvenci DNA (tzv.
half-site) zatimco biologicky aktivni p53 se vaze na DNA (tzv. full-site) v tetramerni form¢. (B) Detail struktury
protomerni jednotky p53-DBD v komplexu s DNA. Obrazek byl vytvofen v program The PyMol Molecular
Graphics System, v.2.4.1, Schrodinger, LLC.

DNA vazebna doména také zprostiedkovava protein-proteinové interakce, napf.
s proapoptickym faktorem BAX a protiapoptickym faktorem BCL-xL, takZe miiZe dochazet ke
kompetici s vazbou DNA v jadie [89]. AZ 90 % tzv. ,missense** mutaci identifikovanych
v lidskych nadorech cili pravé na DNA-vazebnou doménu, coz podtrhuje dilezitost DBD

v tumor supresivnich aktivitach p53 [91].

 Missense mutace je projev bodové mutace, u niZ dochdzi k zatazeni chybné aminokyseliny, coz miZe mit za
nasledek vznik defektniho proteinu [90].
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2.6.2.4 Tetramerizacni a C-koncova regula¢ni doména

Tetrameriza¢ni doména (residua 325-355) zprostfedkovava oligomerizaci p53, ktera je
pro jeho transkripéni aktivitu klicova. Tetramerizace p53 zvySuje skrze aviditu silu
jednotlivych vazebnych interakci s DNA, a tak vyrazné zlepSuje schopnost vazat DNA
ve srovnani s protomerni formou [15].

C-koncova regula¢ni doména (residua 356-393) je pievazné neusporadana a reguluje
schopnost p53 vazat DNA a interakce s dalSimi proteiny. Zarovei jsou zde obsazeny nuklearni
lokaliza¢ni a exportni sekvence. CRD podléha rozsdhlym posttranslacnim modifikacim, které
ovliviiuji DNA-vazebnou afinitu, bunécnou lokalizaci, stabilitu a interakce s dal§imi proteiny
[92].

CRD se n¢kdy oznacuje jako druhd DNA-vazebna doména p53 proteinu. Na rozdil
od p53-DBD vsak CRD neni sekven¢né specificka, tvoii vSak stabilni komplexy s DNA vcetné
jednotezézcové DNA, ,,mismatched” DNA (tj. dvoufetézcovd DNA se Spatné zafazenym
nukleotidem poruSujicim komplementaritu bazi) nebo DNA sdvojnymi zlomy

(tzv. DSB, z angl. double strand breaks) [82].

2.6.3 Regulace p53 prostiednictvim MDM2 a proteinového obratu

MDM2 (z angl. mouse double minute 2 homolog) zndmy téz jako HDM?2 (z angl.
human double minute 2) je kli¢ovy negativni regulator aktivity p53. Patfi do rodiny
E3 ubikvitin ligas a inhibuje aktivitu pS3 dvéma zptisoby: 1) vazbou na transaktiva¢ni doménu
stericky blokuje funkci této domény a transkripéni aktivitu a 2) zprostiedkovava
polyubikvitinaci p53 na né€kolika residuich v tetramerizacni a C-koncové regulacni doméné a
jeho naslednou degradaci v proteasomu [93].

Za nestresovych podminek je timto mechanismem kontinudln€ udrzovéana nizka bazalni
hladina p53 (polocas p53 je ~5-20 min). Za stresovych podminek, zejména takovych, které
ohrozuji bunéény genom, dochazi k rychlé aktivaci p53 a vzrlstu jeho koncentrace v buiice
(viz obr. 2.12). Aktivace p53 vodpovédi na rizné stimuly probihd prostfednictvim
posttransla¢nich modifikaci, nejcastéji v rdmeci transaktivacni domény, které vytésituji MDM?2
z p53, a tak zabranuji jeho polyubikvitinaci a nasledné degradaci v proteasomu [94].

MDM2 je navic pod transkripéni kontrolou p53, takZe mezi p53 a MDM2 existuje
negativni zpétna vazba, pii niz p5S3 indukuje expresi MDM2, ktery nasledné podporuje jeho

degradaci a tlumi jeho aktivity. Jiz bylo zminéno, Ze p53 je mutacemi inaktivovan v asi
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poloving vSech lidskych rakovin. Uvadi se, Ze u velkého podilu zbylych rakovin, kde neni
piimo inaktivovan p53, je amplifikovin MDM2 nebo MDMX (tj. homolog MDM2, ktery
reguluje p53 na stejném principu jako MDM2, ale neni pod pfimou transkripéni kontrolou p53),
coz podtrhuje dilezitost MDM2/MDMX v ramci regulace p53 in vivo [75], [95].

replikacni stres poruchy mitézy
hypoxie \ / aktivace onkogen(
oxid dusnaty |onizuj|'C|’ zéreni

oxidacni stres ———» <+——— Ubytek telomer

/ \

Regulace cilovych gent Protein-proteinové interakce
metabolicka antioxidaéni  oprava zastaveni bunééného senescence apoptoza
homeostdza ochrana  poskozené cyklu
DNA
mirny/fyziologicky stres zavazny/rozsahly stres

Obrazek 2.12: ZjednoduSené schéma aktivace p53 proteinu v odpovédi na rizné stresory. Za normalnich
podminek MDM2 udrzuje nizkou ustalenou hladinu p53. Za stresovych podminek je inhibice p53 prostfednictvim
MDM?2 pierusena, p53 je aktivovan a jeho koncentrace roste. Aktivity p53 pak spocivaji zejména ve spousténi
vhodnych transkripénich programu s cilem vypofadat se s pfi¢inou stresu (napf. pfechodné zastaveni ristu
a opraveni poskozené DNA) anebo vedou k extrémng;jsi, ¢asto nevratné bunécné odpovédi — tj. apoptdze nebo
senescenci. Aktivovany p53 mizZe taky vyvolat bunéénou odpovéd prostfednictvim protein-proteinovych interakci
(napf. interakei s proapoptickymi faktory BAX, PUMA nebo NOXA spousti mitochondrialni drahu apoptézy).

Pfevzato a upraveno [76]. Vytvofeno pomoci Biorender.com
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2.6.4 Regulace p53 prostiednictvim posttransla¢nich modifikaci

Za stresovych podminek p53 podstupuje nékolik posttranslacnich modifikaci, které
napomahaji jeho aktivaci a ovliviluji expresi riznych cilovych genii. VétSina mist
posttransla¢nich modifikaci se nachazi v N- a C-koncovych neuspotradanych oblastech,
zatimco v DNA-vazebné doméné se jich vyskytuje malo (viz obr. 2.13). NejcastéjSimi
posttranslaénimi modifikacemi p53 jsou fosforylace, acetylace, ubikvitinace a methylace, ale
vyskytuji se dale 1 glykosylace, sumoylace a neddylace. Posttransla¢ni modifikace ovliviiuji,
at’ uz nezavisle nebo v kombinaci, stabilitu, konformaci, lokalizaci a vazebné partnery p53

[87].
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Obrazek 2.13: Piehled posttransla¢nich modifikaci pS3. Vybrané posttranslaéni modifikace v ramci doménové
architektury p53. Aminokyselinové zbytky, které podstupuji modifikace jsou Ciselné oznaCeny. Prevzato a
upraveno [87].

2.6.4.1 Fosforylace p53

Fosforylacni mista se nachazeji naptic celym proteinem, se zfejmym obohacenim v
N-koncové transaktivacni domeéng. VétSina téchto N-koncovych fosforylaénich mist je
modifikovana v odpovédi na bunéény stres, ktery iniciuje aktivaci p53. S15 muze byt
fosforylovén proteinkinasou ATM (z angl. ataxia—telangiectasia mutated kinase), ale 1 jinymi
kinasami, zatimco S20 mulZe byt fosforylovan proteinkinasami Chk1/2 (z angl. checkpoint-
kinase 1/2) [87]. Jedna se o specializované DNA-dependentni serin/threoninové proteinkinasy,
které jsou evolucné konzervovany a signalizuji poSkozeni DNA. Fosforylace na téchto mistech
chrani p53 pted jeho hlavnim negativnim reguldtorem MDM?2, ¢imZ zlepSuji jeho stabilitu
a funkci [96]. S20 miZe byt vSak fosforylovan i proteinkinasou JNK, nezavisle na poSkozeni
DNA [97]. Residua T55, S376 a S378 jsou konstitutivn¢ fosforylovany ve stresem

nezatizenych bunkach. Fosforylovany T55 pfispiva degradaci p53 prostiednictvim
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proteasomu, zatimco defosforylace tohoto mista protein fosfatasou 2A (PP2A) v reakci
na poskozeni DNA stabilizuje p53 a podporuje zastaveni bunécného cyklu. Defosforylace S376
v odpovédi na stres zplisobenym ionizujicim zafenim vytvari vazebné misto pro 14-3-3, jehoz
vazba vede ke zvySeni afinity pS3 k DNA. Fosforylace S48 je korelovéana s upfednostnénim
apoptozy [87]. Za dalsi rozsahlé fosforylace jsou zodpovédné proteinkinasy CK1 a CK2
(z angl. casein kinase 1/2), které za stresovych podminek fosforyluji p53 na residuich S6, S9,

T18, S313, S314, S366, T377 a T387 [98].

2.6.4.2 Acetylace pS3

Koaktivatory CBP a p300 hraji zdsadni roli v regulaci transkripce genii rGznymi
mechanismy, mezi néz patii i acetylace histonli, ktera ptretvaii konformaci chromatinu.
CBP/p300 rovnéZ acetyluji pS3 na nckolika C-termindlnich lysinech (K370, K372, K373,
K381, K382 a K386). C-terminalni acetylace zvysuji sekvenéné specifickou DNA-vazebnou
afinitu, a tak napomahaji transkripci gent vedoucich k zastaveni buné¢ného cyklu, senescenci
nebo apoptoze. Vsech Sest téchto lysinli mize byt také ubikvitinovano. Acetylace na téchto
mistech miize tak zaroven zabranit polyubikvitinaci p53, a tim zvySit jeho stabilitu.
Deacetylace zajistuji enzymy HDAC a nebo SIRTI1, pficemz bylo zjisténo, Ze deacetylace
K382 inhibuje p53 zprostfedkovanou aktivaci proapoptickych faktort BAX a PUMA, které

sehravaji kli¢ovou roli v apoptdze [87].

2.6.4.3 Ubikvitinace p53

Proteiny jsou ubikvitinovany v sledu enzymatickych reakci katalyzovanych enzymy
znamymi jako EI (ubikvitin-aktivujici enzym), E2 (ubikvitin-konjugujici enzym)
a E3 (ubikvitin ligasy). Kone¢nym vysledkem je pfiddni malého proteinu ubikvitinu
(76 aminokyselin, ~8,5 kDa), ktery znaci protein pro rozpoznani a naslednou degradaci
proteasomem 26S. Kromé jiz zminéné polyubikvitinace p53, ktera ma za nasledek jeho
degradaci v proteasomu, mize byt p53 za urCitych podminek také monoubikvitinovan. Nizké
hladiny MDM2 indukuji monoubikvitinaci a translokaci p53 do cytoplasmy. p53 mizZe
v cytoplasm¢ vykonavat své transkripéné nezavislé aktivity (indukovat apoptézu nebo
inhibovat autofagii), takze akumulace cytoplasmického p53 nasledkem monoubikvitinace

muze tyto aktivity ovlivnit [87].
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2.6.4.4 Methylace p53
Methylace p53 je znama na dohromady sedmi residuich (lysiny nebo argininy) v rdmci
tetramerizacni a C-koncové regulacni domény. V reakci na poskozeni DNA jsou methylovany
R333, R335 a R337, pficemz bylo ukazano, zZe tyto modifikace ovliviiuji transkripcni specifitu
cilovych gent. Methylace K372 stabilizuje a zadrzuje p53 v jadre, zatimco methylace K382
oslabuje transkripci p53 cilovych gena [87].

2.7 Role p53 v senescenci

V piipad¢é pretrvavajiciho poskozeni DNA nebo jinych stresort sehrava p53 roli
na pomezi mezi apoptézou a senescenci [76]. Senescenci mize p53 aktivovat prostiednictvim
DDR signalizacni drahy (tj. pfi poskozeni DNA, z angl. DNA damage response) nebo nezavisle
na ni. Poskozeni DNA, véetné tibytku telomer, aktivuje proteinkinasy ATM a ATR, které pfimo
fosforyluji Chk1 a Chk2 proteinkinasy, které dale fosforyluji p53 a MDM2. To vede k aktivaci
p53 ainhibici jeho degradace prostfednictvim MDM?2 proteasomalni drahy, a tim udrzeni vyssi
hladiny p53 ve stresovanych buiikach [99]. Aktivovany p53 zvySuje expresi p21 proteinu,
pficemz p21 inhibuje cyklin dependentni kinasy 4 a 6, coz vede k akumulaci aktivniho
hypofosforylovaného pRb a nasledné aktivaci E2F transkripénich faktor, ¢imz dochazi
ke stabilnimu zastaveni buné¢ného cyklu v Gi, ale také Gz fazi bunééného cyklu a indukci

senescence [15], [99].

2.8 Role FOXO0O4 v senescenci

Bunéc¢na senescence miiZze byt navozena intenzivni onkogenni signalizaci (OIS, z ang]l.
oncogene-induced senescence), a slouzit tak k potlaceni nadorového bujeni tim, Ze zabranuje
jejich ristu. Vzhledem k tumor supresivni roli FOXO proteinli bylo pfirozenym zdjmem

védecké komunity prozkoumat roli FOXO proteinti v OIS. FOXO04 skute¢né sehrava dilezitou

FV600 FV600E

roli v indukci senescence vyvolané BRA onkogenni signalizaci. Onkogen BRA
je exprimovan v fadé nadort, predevsim v melanomech. Aktivace BRAFV®Y’E vede ke zvysené
bunééné proliferaci a progresi bunééného cyklu, ale nakonec také k OIS. BRAFY60OE
fosforyluje a aktivuje proteinkinasu JNK prostiednictvim MEK-JNK signalni drahy.
Aktivovana JNK nasledné fosforyluje FOXO4, ¢imz dochazi k jeho aktivaci a translokaci
do jadra a nésledné zvySené expresi proteinu p21, zodpovédného za indukci bunécné

senescence [15].
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2.9 Vzajemna souhra FOXO04 a p53 v senescenci

Prvni diikaz o interakci mezi pS3 a FOXO byl ziskan v roce 2004, kdy bylo ukazano,
ze komplex FOXO3:p53 zptsobuje hladovénim vyvolanou aktivaci deacetylasy SIRT1 [100].
V navaznosti na to se jina skupina zabyvala charakterizaci vazebného rozhrani tohoto
komplexu, pficemz bylo zjisténo, ze DNA vazebna doména p53 slab¢ interaguje jak s DNA
vazebnou doménou, tak s C-termindlni transaktivacni doménou FOXO3 [101]. Z drivéjsi
studie bylo pfitom prokazano, ze FOXO3 stabilizuje p53 a podporuje p53-zprostiedkovanou
apoptdézu. Naproti tomu pro komplex FOX04:p53 bylo zjisténo, ze jejich spole¢na interakce
vede k indukci senescence zprostfedkovanou expresi proteinu p21 a k potlaceni apoptdzy.
Stejna skupina déle pozorovala zvySenou expresi FOXO4 v senescentnich bunikdch (u bunééné
linie lidskych fibroblasti IMR90), zatimco pro FOXO1 a FOXO3 nedochéazelo k zadné
vyznamné zméné genove exprese [102].

Nicméné, existuje fada dalSich dikazii podporujici protichtidné role FOXO1/3
a FOXO04 v ramci senescence. Inaktivace AKT signaliza¢ni drahy, vedouci k aktivaci FOXO1
a 3 u mysich embryonalnich fibroblastli (MEFs, z angl. mouse embryonic fibroblasts) zvySuje
odolnost vii¢i senescenci a je spojena se zvySenou hladinou intracelularnich reaktivnich forem
kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species). Inaktivace FOXO1 nebo FOXO3 obnovuje
ptedcasnou senescenci u MEFs s deficitni AKT kinasou [103]. Ackoli specificka role FOXO4
v této modelové studii senescence nebyla prozkoumana, je ldkavé spekulovat, Ze se zvySena
hladina ROS v dusledku inaktivace FOXO1 a FOXO3 podili na specifické aktivaci FOXO4
zprostiedkované JNK a indukci senescence. Aktivace FOXO4 zprostiedkovana proteinkinasou
JNK v odpovédi na oxidacni stres a inaktivace FOXO proteint zprosttedkovana proteinkinasou
AKT by mohly vést k rozdilnym staviim aktivace FOXO4 oproti FOXOI1 a 3, coz
by vysvétlovalo antagonistickou roli FOXO proteinii v procesu senescence [15].

Vroce 2017 byla publikovdna pielomova studie, ktera ukéazala piinos rozruSeni
interakce FOXO04:p53 pro selektivni a efektivni odstranéni senescentnich bunék, coz vedlo
k obnoveni tkanové homeostazy a vyrazné zlepSené kondici a rendlni funkci starnoucich mysi.
Mechanisticky dochdzi rozruSenim komplexu FOXO4:p53 ke sniZzené expresi proteinu p21,
translokaci p53 do cytosolu a k p53 zprostiedkované apoptéoze. Tato studie tak jasné
demonstrovala kli¢ovy vyznam interakce FOXO4:p53 pro udrZovani bunécné senescence
a naznalila, Ze tuto interakci lze povaZovat za potencialni terapeuticky cil pro 1écbu

onemocnéni spojenych s procesem starnuti [102].
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3 Cile prace

1. Exprese a purifikace proteintt FOXO4 a p53.
2. Fosforylace FOXO4 proteinu in vitro pomoci proteinkinasy AKT.
3. Ovéteni fosforylace FOXO4 pomoci ESI-MS a nativni elektroforézy.

4. Charakterizace vlivu fosforylace FOX04 na stabilitu komplexu FOXO4:p53 pomoci metody
sedimentac¢ni rychlosti analytické ultracentrifugace (SV AUC).

5. Charakterizace vlivu interakce proteinii 14-3-3 s fosforylovanym FOXO4 na vznik
komplexu FOXO4:p53 pomoci metody sedimentacni rychlosti analytické ultracentrifugace
(SV AUC).
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4 Material

4.1 Pouzité chemikalie a biologicky material

1,4-dithiotreitol (DTT)
2-merkaptoethanol

adenosine 5’-triphosphate (ATP)
akrylamid

ampicilin

azid sodny

bis-akrylamid

bromfenolova modi

citrat sodny

Coomassie Briliant Blue G-250
dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného
dihydrogenfosforec¢nan draselny
DNase

dodecylsiran sodny (SDS)

EDTA

Escherichia coli kmen BL21(DE3)
ethanol
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
glutathion

glycerol

glycin

guanidin hydrochlorid

heptahydrat siranu zine¢natého
hexahydrat siranu nikelnatého
hydroxid sodny

chlorid draselny

chlorid sodny

imidazol

isopropanol

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
PENTA (Ceska republika)

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
PENTA (Ceska republika)

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
PENTA (Ceska republika)

PENTA (Ceska republika)

ZellBio GmbH, Germany

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Stratagene (USA)

PENTA (Ceska republika)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
PENTA (Ceska republika)

PENTA (Ceska republika)

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
LACHNER a.s. (Ceska republika)

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
kalibra¢ni pufry (pH =4,01; 7,01; 10,00)

EMD Biosciences, Inc. (Némecko)

Hanna Instruments (Cesk4 republika)
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kanamycin

kvasinkovy extrakt

kyselina borita

kyselina citrénova
kyselina chlorovodikova
LB médium

lysozym

protein kinasa B
peroxodisiran amonny
redukovany glutathion
Rotiphorese Gel 30

ROTI®Mark TRICOLOR proteinovy marker

SIGMAFAST™ koktejl inhibitorti proteas

tetrahydrat octanu hote¢natého
tetramethylethylendiamin (TEMED)

TEV proteasa (z angl. Tobacco etch virus)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
trypton

4.2 Pouzité pristroje

analytickd ultracentrifuga ProteomLab™

XL-1
analytické vahy ABS 120-4

BTD Dry Block Heater
centrifuga 5804R (rotor A-4-44)
centrifuga Hermle Z323K

centrifuga MiniSpin PL-109
centrifuga Sigma 8K
elektricky vari¢

FPLC systém AKTAprime
orbitalni inkubéator NB-205

peristalticka pumpa
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Sigma-Aldrich Corporation (USA)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Némecko)
PENTA (Ceska republika)

LACHNER a.s. (Ceska republika)
PENTA (Ceska republika)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Némecko)
Upstate Biotechnology (USA)

Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Pfipravena v nasi laboratofi

Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

Beckman Coulter (USA)

KERN & SOHN (Némecko)
Grant Instruments (Spojené kralovstvi)
Eppendorf AG (Némecko)

Hermle Labortechnik GmbH
(Némecko)
Eppendorf AG (Némecko)

Sigma Laborzentrifugen (Némecko)
SENCOR (Ceska republika)

GE Healthcare, USA

N-BIOTEK, Inc. (Korejska republika)
IDEX Health & Science (Svycarsko)



pH metr Orion Star™ A111
ptedvazky KERN EW-NM
Q700 Sonikator se sondou #4220
spektrofotometr IMPLEN P300
spektrofotometr NanoDrop

stroj na vyrobu ledu

vortex ZX3

vodni lazen s termostatem
Grant SUB Aqua Pro
zdroj pro elektroforézu CONSORT

4.3 Ostatni pomiicky

automatické pipety

dialyza¢ni membrany Spectra/Por (MWCO
6000-8000 a 14 000 Da)
GST Sepharose 4 Fast Flow

Chelating Sepharose Fast Flow

injekent stiikacky

kolona Econo-Pac®

kolona HiLoad 26/600 Superdex™ 75 pg
kolona HiLoad 26/600 Superdex™ 200 pg
kolona HiTrap Heparin HP 5ml

kolona HiTrap SP

kolona MonoQ™ 5/50 GL

kolona Superdex™ 75 Increase 10/300 GL

koncentratory VIVASPIN TURBO (MWCO
5000, 10000 a 30000 Da)
kifemenné kyvety

kyvety pro analytickou centrifugaci

kyvety pro analytickou centrifugaci
Mini-PROTEAN® elektroforeticky systém

svorky na dialyza¢ni membrany

Whatman™ filtry o velikosti porii 0,45 pm
Whatman SPARTAN™ sttikackové filtry
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Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
KERN & SOHN (Némecko)
Qsonica, Llc (USA)

Biotech (USA)

Thermo Fisher Scientific, Inc. (USA)
Brema Ice Makers (Italie)

VELP Scientifica (Italie)

Grant Instruments (Spojené kralovstvi)

Carl Roth GmbH & Co. Kg (Némecko)

Eppendorf AG (Némecko)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Némecko)
GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

B. Braun Melsungen AG (Némecko)
Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)
GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)

Satorius Lab Instruments GmbH & Co.
Kg (Némecko)
Agilent Technologies, Inc. (USA)

Nanolytics Instruments GmbH
(Némecko)
Beckman Coulter (USA)

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

SERVA Electrophoresis GmbH
(Némecko)
GE Healthcare (USA)

GE Healthcare (USA)



S Metody

5.1 Priprava rekombinantnich proteint

V této sekci jsou uvedeny detailni expresni a purifikacni protokoly lidskych proteinti
FOXO04 a p53. Protein FOXO4 byl pfipraven jako zkraceny konstrukt o residuich 15-217,
zatimco protein p53 byl piipraven jednak o plné délce 393 aminokyselin, a také jako zkraceny
konstrukt (residua 1-312). p53(1-393) je tetramerni, zatimco zkraceny konstrukt p53(1-312)
je monomerni, protoze mu chybi C-koncovéa tetrameriza¢ni doména, kterd zprostredkovava
oligomerizaci. Lidsky protein 14-3-3C o pIlné délce 245 aminokyselin je rutinné pfipravovan
v nas$i laboratofi a pro potieby SV AUC experimenttl v této praci byl ptipraven Bc. Gabrielou
Ko¢arovou (FGU AV CR). Vsechny proteiny byly exprimovany v bakterialnim expresnim
systému E. Coli, kmen BL21(DE3).

5.1.1 Exprese a purifikace FOX04(15-217)

Gen pro lidsky FOX04 protein byl vnesen do plasmidu pGEX-4T-1 a exprimovan jako
fazni protein s glutathion-S-transferasovou afinitni kotvou na N-konci. Bakteridlni bunky
transformované expresnim vektorem pGEX-4T-1 jsou resistentni vii¢i antibiotiku ampicilinu.
Exprese  proteinu je pod kontrolou /Jac  operatoru a je  indukovéna

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidem (IPTG), strukturnim analogem allolakt6zy.

ZaloZeni bakteridlnich kultur: Do 6 sklenénych zkumavek s kovovymi vi¢ky obsahujicich
5 ml LB média (slozeni viz tab. 10.1) bylo za sterilnich podminek (tzn. v biologickém
bezpecnostnim boxu) napipetovano 5 pl ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Do kazdé
zkumavky bylo pfiddno 5 pl bunééné kultury uchované v glycerolu (zasobni roztok
glycerol:buné¢na kultura byl ptipraven v objemovém poméru 3:7). Takto zaloZzené bakterialni
kultury byly ponechény inkubovat ptes noc (po dobu 13—16 h) pfi teploté 37 °C ve stolnim

orbitalnim inkubatoru pfi 180 ot./min.

Riist bakterialni kultury a exprese proteinu: Nasledné byly bunééné kultury za sterilnich
podminek sjednoceny v 50 ml konické zkumavce a roztok kultury byl rovnomérné rozdélen

do Sesti rozehtatych 21 Erlenmeyerovych banc¢k obsahujicich 900 ml sterilniho LB média
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a ampicilin o koncentraci 100 pg/ml. Bunééna kultura byla opét inkubovana pii teploté 37 °C
v orbitalnim inkubatoru pii 190 ot./min. Pritb¢h riistu bakteridlni kultury byl sledovan métenim
optické hustoty jejiho roztoku pfti vinové délce 600 nm, pritom nulové optickd hustota byla
kalibrovana na ¢isté LB médium. Pii ODgoo = 0,4 cm™! (obvykle po ~3 hodinach inkubace) byla
teplota snizena na 20 °C a dalsi rist probihal za klesajici teploty. Pi1 ODsoo = 0,8 a inkubatoru
vychlazeném na ~20 °C byla indukovana exprese proteinu pouzitim 900 upl 0,5 mol dm™
roztoku IPTG. Po 18 hodindch exprese byly bunécné kultury sedimentovany pii 2073xg
v centrifuze vytemperované na 4 ‘C. Sedimenty bunék byly resuspendovany v dohromady
120 ml lyza¢niho pufru, sloZeni viz tab. 10.2 (na sediment bun¢k z 900ml bunécné kultury bylo

pouzito ~20 ml lyza¢niho pufru). Resuspendovany roztok bunék byl zamrazen pii —80 °C.

Lyze bunék: Lyze bunck byla docilena plsobenim lysozymu v kombinaci se sonikaci.
Zamrazené bunky resuspendované v lyzacnim pufru byly ponechany rozmrznout pii pokojové
teploté. Roztok bunék byl pteveden do silnosténné kddinky PYREX a byl k nému pfidan
lysozym o vysledné koncentraci 0,1 mg/ml a tableta SIGMAFAST™ (rozpusténd v 1 ml
dH»0), ktera obsahuje koncentrovany koktejl inhibitorti riznych proteas. Po 30 minutové
inkubaci s lysozymem za stalého michani pii 4 °C byl roztok ponofen do ledové lazné
a sonikovan pii vykonu 55 wattl za opakovani tfisekundovych ultrazvukovych pulst
nasledovanych sedmnactisekundovou pauzou. Celkovy c¢as trvani pulsu byl 15 minut.
Po sonikaci byl bunéény lyzat centrifugovan pii 20 000xg po dobu 45 minut v centrifuze
vytemperované na 4 “C. Nasledné byl supernatant, obsahujici rozpustné bunécné komponenty
véetné exprimovaného proteinu, dekantovan od pelety, tvofené nerozpustnymi bunéénymi

komponenty, a posléze pouzit k izolaci zddouciho proteinu sérii chromatografickych metod.

GST-afinitni chromatografie: GST-afinitni chromatografie je purifikacni technika, ktera
vyuziva vysoké afinity mezi fiznimi proteiny obsahujicimi glutathion S-transferasu (GST)
a tripeptidem glutathionem, ktery je imobilizovan na agarosové néplni kolony a je pfirozenym
substratem GST. Pfi prGchodu bunéfného lyzatu se proteiny obsahujici GST navazi
na glutathion, zatimco ostatni proteiny se odplavi. Navazané proteiny se poté eluuji pufrem
obsahujicim nadbytek redukovaného glutathionu, ktery soutézi o vazbu s imobilizovanym
glutathionem a uvolniyje cilovy protein z ndplné kolony.

Na bunécny lyzat ze 6 litri bunééné kultury byla pouzita 20ml kolona naplnéné 4 ml
Glutathion Sepharosy® 4 Fast Flow. Bunéény lyzat byl nejdiive 1 hodinu pii 4 °C inkubovan

za stalého michani se staciondrni fazi kolony. Kolona byla ponofena do ledové lazné a
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nasledovala absorpce stacionarni faze na kolonu pfipojenim k peristaltické pumpé za pritoku
lyzatu 2 ml/min, a poté promyti 300 ml pufru pro GST-afinitni chromatografii (viz tab. 10.4)
za prutoku 4 ml/min. Nasledné byla peristalticka pumpa odpojena a fuzni protein byl eluovan
30 ml 10 mmol dm™ glutathionu v pufru pro GST-afinitni chromatografii. Eluovany protein
byl sbiran po 10 ml frakcich do zkumavek inkubovanych na ledu. Pfitomnost Zadouciho

proteinu v eludtu byla ovétena pomoci 15% SDS-PAGE.

Dialyza a $tépeni fuzniho proteinu TEV proteasou: Dialyza je bézn¢€ pouzivanou technikou
pro vyménu pufru v roztocich proteint. Je zalozena na principu difuze, kdy se molekuly
piesouvaji z oblasti s vyssi koncentraci do oblasti s nizsi koncentraci ptes polopropustnou
membranu. Tato membrana umoznuje prichod pouze malym molekulam, jako jsou soli a jiné
slozky pufru, zatimco vétsi molekuly, jako jsou proteiny, jsou zadrzovany uvniti dialyza¢niho
vaku. Casem koncentrace nizkomolekuldrnich latek na obou stranich membrany doséhne
rovnovahy.

Po GST-afinitni chromatografii byly sjednocené frakce eluovaného proteinu
dialyzovany proti pufru o slozeni viz tab. 10.5. Tim byl jednak odstranén ptebyte¢ny glutathion
a soucasné¢ se zajistily optimalni podminky pro $té€peni fuzniho proteinu TEV proteasou. TEV
proteasa (z angl. tobacco etch virus protease) rozpoznava sekvenci ENLYFQS a $tépi ji mezi
glutaminem a serinem. GST fuzni znacka slouzila pro purifikaci afinitni chromatografii, avSak
pro dals$i purifikacni kroky je uz nepotfebnd a pro provadéni ndslednych experimentt
nezadouci, a proto byla v tomto kroku proteolyticky odstépena. Ke §tépeni fuzniho proteinu
bylo pouzito 200 U TEV proteasy na 1 mg rekombinantniho proteinu. Vytézek
rekombinantniho proteinu byl stanoven méfenim absorbance ze vztahl 5.1 a 5.2 na str. 45.

Kvantitativni priibéh $tépeni fizniho proteinu byl ovéren 15% SDS-PAGE.

Kationtové vyménna chromatografie: U iontové vyménné chromatografie mé stacionarni
faze (pevny nosi€) na svém povrchu nabité funkéni skupiny, které funguji jako iontoménice.
Slozky vzorku, které nesou opac¢ny naboj nez tyto funkcéni skupiny, se vazou na povrch
stacionarni faze pomoci elektrostatickych interakei. Sila téchto interakci zavisi na iontové sile
a pH mobilni faze. Pokud méa roztok proteinu pH niZ§i neZ je jeho izoelektricky bod (pl), protein
nese kladny ndboj a vaze se na zaporné€ nabité funk¢ni skupiny nosice (katex). Eluce vazaného
proteinu miize byt dosazena zménou pH mobilni faze (tzn. zménou naboje proteinu) nebo
gradientem soli, tzn. postupnym zvySovanim iontové sily mobilni faze a odpovidajicimu
snizovani sily elektrostatické interakce proteinu s iontoménic¢em.
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Po stépeni fuzniho proteinu TEV proteasou byl dialyzacni pufr vymeénén za Cerstvy pufr
o jiném slozeni (viz tab. 10.6). Druha dialyza slouzila k vyméné pufru pied kationtovée
vyménnou chromatografii, kterd musi probihat v pufru o nizké iontové sile a vhodném pH, tak
aby doSlo k navazani purifikovaného proteinu na stacionarni fazi kolony. Pro kationtové
vyménnou chromatografii byla pouzita kolona HiTrap SP%%, ktera byla pfipojena k FPLC
systému AKTAprime. Pfed zavedenim vzorku na kolonu byl cely obvod piistroje a kolona
ekvilibrovana na pufr E pro kationtové vyménnou chromatografii (slozeni viz tab. 10.7).
Roztok proteinu byl postupné nandSen na kolonu za prutoku mobilni faze 1 ml/min. Eluce
navazaného proteinu byla docilena linearnim gradientem pufru F (slozeni viz tab. 10.7)

s rostouci koncentraci soli.

Gelova permeac¢ni chromatografie: Gelova permeacni chromatografie je technika, ktera
umoziuje separaci proteinll na zaklade jejich velikosti. Je zaloZena na rozdilném pronikéni
analytli do porézniho separa¢niho materidlu, zesitovaného polymerniho gelu, napt. dextranu,
ktery ma trojrozmérnou strukturu s pory o urcité velikosti. Mobilni fazi tvofi roztok obklopujici
Castice gelu, zatimco stacionarni fazi tvofi samotny polymerni gel. VEétsi molekuly, které
nemohou proniknout do port, obtékaji ¢astice gelu a rychleji se eluuji. Naopak mensi molekuly
pronikaji do pori, jsou déle zadrzovany v gelu, a proto se eluuji pozdé¢ji. Latky s nizkou
molekulovou hmotnosti, jako jsou anorganické soli, se v gelu zadrzuji nejvice a eluuji se jako
posledni.

Sesbirané frakce po kationtové vyménné chromatografii byly sjednoceny
v centrifuga¢ni zkumavce s membranou propustnou pro molekuly mensi nez 10 kDa a
zkoncentrovany ultrafiltraci v centrifuze pii 4 °C a 1361xg na kone¢ny objem mensi nez 2 ml.
Pro gelovou permeaéni chromatografii byla pouzita kolona HiLoad 26/600 Superdex™ 75 pg,
kterd byla pfipojena k FPLC systému AKTAprime. Pied zavedenim vzorku na kolonu byl cely
obvod pftistroje a kolona ekvilibrovana na pufr pro gelovou permeacni chromatografii (sloZeni
viz tab. 10.8). Rychlost pratoku mobilni faze byla nastavena na 1,5 ml/min. Eluovany protein
byl sbiran po 1,5ml frakcich do mikrozkumavek inkubovanych na ledu. Po ovéfeni dostacujici
Cistoty proteinu v sbiranych frakcich pomoci 15% SDS-PAGE, byly frakce sjednoceny

a z Lambertova-Beerova zdkona byla stanovena koncentrace izolovaného proteinu méfenim

%8 Kolona HiTrap SP je naplnéna stacionéarni fizi sefar6zou a na svém povrchu nese zaporné nabité sulfopropylové
skupiny.
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absorbance pii 280 nm. Purifikovany protein byl zkoncentrovan na konecnou koncentraci

~1 mg/ml, rozdélen do 1ml alikvot a nasledné zamrazen a skladovén pii —80 “C.

Méreni proteinové koncentrace a urceni vytéZku purifikace: Proteinova koncentrace byla
stanovena méfenim absorbance pii vlnové délce 280 nm, kde absorbuji aromatické kyseliny

tyrosin a tryptofan, podle vztahu:
¢ = 280 (5.1)

€280°1

kde c je koncentrace proteinu v mol dm™, 4250 je absorbance pii 280 nm, / je délka optické
1

drdhy v cm a £,4, je molarni absorpéni koeficient pti 280 nm v dm® mol! cm!.
Ze 7jisténé koncentrace byl vypocten vytézek purifikace dle vztahu:
m=V-c-M (5.2)
kde m je hmotnost proteinu v g, ¢ je jeho koncentrace v mol dm>, Vjeho objem v dm?
a M je molarni hmotnost v g mol!. Molarni hmotnost proteinu, stejné tak jako molarni

absorp¢ni koeficient byl vypocten ze sekvence proteinu pomoci programu ProtParam [104].

5.1.2 Exprese a purifikace p53(1-312) a p53(1-393)

Exprese a purifikace konstruktu p53(1-312) a p53(1-393) je velmi podobna, a proto
bude popsana soucasné. Hlavni rozdil v ptipravé téchto dvou konstruktd spociva v pridaném
purifika¢nim kroku pro p53(1-393), ktery byl purifikovan sérii ¢tyt chromatografickych metod,
v poradi niklové chelatacni chromatografie, aniontové vyménné chromatografie, heparin-
afinitni chromatografie a gelové permeacni chromatografie, zatimco u kratSiho konstruktu
p53(1-312) aniontoveé vymeénnd chromatografie chybi.

Gen pro lidsky p53(1-312) protein byl vnesen do plasmidu pET-15b a exprimovan jako
fazni protein s histidinovou kotvou na N-konci. Gen pro lidsky p53(1-393) protein byl vnesen
do plasmidu pHGT-2 a exprimovan jako fizni protein s GBI a N-koncovou 6xHis afinitni
znackou. GB1 je ~8,2 kDa maly protein, ktery zlepSuje rozpustnost a stabilitu fuzniho proteinu,
to je uzitecné zejména u proteind, které jsou pii expresi v rekombinantnich systémech nachylné
k agregaci. Bakteridlni buniky transformované expresnim vektorem pET-15b jsou resistentni
vici antibiotiku ampicilinu, zatimco buiiky transformované expresnim vektorem pHGT-2 jsou

resistentni vi¢i kanamycinu. Exprese proteinii je opét pod kontrolou /ac operatoru a je
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indukovéna IPTG.

Zalozeni bakteridlnich kultur a jejich nasledna kultivace probihala stejnym zptsobem,
jakym bylo popséano diive pro FOXO4 protein, s tim rozdilem, ze kultivace transformovanych
bun¢k s p53(1-393) ve vektoru pHGT-2 probihala v médiu obsahujici kanamycin o koncentraci
100 pg/ml namisto ampicilinu. Exprese obou proteini byla indukovana 0,5 mmol dm IPTG
pii ODgoo = 0,8 cm™ a teploté 16 °C v médiu doplnéném o 150 uM ZnSOa. Piitomnost
Zn?" iontl pfi expresi napomaha spravnému skladani DNA-vazebné domény p53, v které je
obsazen motiv zinkového prstu [88]. Proteiny byly exprimovany pies noc po dobu 16 hodin.
Lyze bun¢k byla provedena shodné jako v ptipadé FOXO4 proteinu, pouze se liSilo slozeni

lyzacnich pufrt (viz tab. 10.9 pro p53(1-312) a tab. 10.10 pro p53(1-393)).

Niklova chelata¢ni chromatografie: Niklova chelata¢ni chromatografie patii mezi afinitni
chromatografie, u kterych je separace molekul umoZznéna na zéklad€ specifické interakci
se stacionarni fazi, ktera selektivné interaguje pouze s urcitym strukturnim typem molekul
vzorku. Jako stacionarni fize se pouziva Chelating Sepharose™ Fast Flow, kterd umoziuje
imobilizaci Ni*" iontfi. Imobilizované nikelnaté ionty tvoii stabilni komplexy s atomy dusiku
ptitomnych na postrannich fetézcich histidinovych zbytkt. Pti prichodu vzorku kolonou jsou
proteiny se sekvencemi bohatych na histidin selektivné zachycovany na stacionarni fazi. Napf.
proteiny znacené tzv. histidinovou kotvou (tvofenou sekvenci po sobé jdoucich Sesti
histidinovych zbytki na N- nebo C-konci proteinu) budou siln€ interagovat se stacionarni fazi,
zatimco proteiny neobsahujici sekvence bohaté na histidin se odplavi. Eluci zachycenych
proteintl I1ze docilit pritokem roztoku obsahujiciho piebytek imidazolu. Molekula imidazolu
se strukturné podobd histidinu a soutézi o vazbu s nikelnatymi ionty, ¢imZ vytésni vazané
proteiny ze staciondrni faze kolony.

Na bunécny lyzat ze 6 litrii bunééné kultury byla pouZzita 20ml kolona naplnénd 5 ml
Chelating Sepharose™ Fast Flow. Buné&ény lyzat byl nejdiive 1 hodinu pii 4 °C inkubovan
za stalého michani se stacionarni fazi kolony. Kolona byla ponotfena do ledové lazné
a nasledovala absorpce stacionarni faze na kolonu pfipojenim k peristaltické pumpé za pritoku
lyzatu 2 ml/min, a poté promyti 50 ml ¢istého pufru E pro niklovou chelata¢ni chromatografii.
Nésledovalo promyti 300 ml 10%(v/v) pufru F v pufru E za pritoku 4 ml/min. Posléze byla
peristalticka pumpa odpojena a vazany protein byl eluovan 25 ml Cistého pufru F pro niklovou
chelatacni chromatografii. Eluovany protein byl sbirdn po 2ml frakcich do zkumavek
inkubovanych na ledu. Pfitomnost Zddouciho proteinu v eluatu byla ovéfena 12% SDS-PAGE.

Pufry E a F pro niklovou chelata¢ni chromatografii proteint p53(1-312) a p53(1-393) nebyly
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stejné, jejich slozeni je uvedeno v tab. 10.14 a tab. 10.15.

Dialyza a Stépeni TEV proteasou: Po niklové chelatacni chromatografii byly sjednocené
frakce eluovaného proteinu dialyzovany, jednak za ucelem odstranéni ptebyte¢ného imidazolu
a soucasné¢ho Stépeni fuznich proteint TEV proteasou. Ke $té€peni fuzniho proteinu bylo
pouzito 200 U TEV proteasy na 1 mg rekombinantniho proteinu. Vytézek rekombinantniho
proteinu byl stanoven méfenim absorbance ze vztaht 5.1 a 5.2 na str. 45. Kvantitativni pribeh
Stépeni fuzniho proteinu byl ovéren 12% SDS-PAGE.

Prvni dialyza¢ni pufr byl po 3 hodinach vyménén za Cerstvy dialyzacni pufr o jiném
slozeni a dialyza pokracovala pies noc po dobu ~12 hodin. Slozeni dialyza¢nich pufrii pro
p53(1-312) je uvedeno v tab. 10.11 a tab. 10.13. Slozeni dialyzac¢nich pufrti pro p53(1-393)
je uvedeno v tab. 10.12 a tab. 10.13.

Aniontové vyménna chromatografie: Aniontové vyménna chromatografie proteind
je principalné totozna s kationtové vymeénnou chromatografii, s tim rozdilem ze pH roztoku
proteinu musi byt vyssi, nez je jeho izoelektricky bod (pl), pak protein ponese zaporny naboj
a vaze se na kladné nabité funkéni skupiny nosice (anex).

Pro aniontové vyménnou chromatografii byla pouzita kolona MonoQ™ 5/50 GL™,
ktera byla pfipojena k FPLC systému AKTAprime. Pfed zavedenim vzorku na kolonu byl cely
obvod pfistroje a kolona ekvilibrovana na pufr E pro aniontové vyménnou chromatografii
(slozeni viz tab. 10.16). Roztok proteinu byl postupné nanasen na kolonu za pritoku mobilni
faze 1 ml/min. Eluce navazaného proteinu byla docilena linearnim gradientem pufru F (sloZeni
viz tab. 10.16) s rostouci koncentraci soli. Prib&h chromatografie byl sledovan méfenim mérné
elektrické vodivosti a absorbance pii 280 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu.

Eluované frakce byly jimany do plastovych mikrozkumavek po 1 ml, a ty byly uchovany
na ledu. Cistota sbiranych frakci byla analyzovana 12% SDS-PAGE.

Heparin-afinitni chromatografie: Heparin-afinitni chromatografie je separacni technika
pouzivand k purifikaci proteini na zéklad¢ jejich afinity k heparinu, vysoce sulfatovanému
glykosaminoglykanu. Specifitu metody zajist'uji silné iontové a hydrofobni interakce mezi

heparinem a cilovymi proteiny. Na heparin se selektivné vazou koagulaéni faktory,

sk

Kolona MonoQ™ je naplnéna stacionarni fazi sefar6zou a na svém povrchu nese kladné nabité kvarterni
amoniové skupiny.
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DNA-vazebn¢ proteiny, nebo rastové faktory. Pro purifikaci jinych proteini mtize slouzit jako
iontoménic¢ — katex, a to diky hustému pokryti povrchu zapornymi sulfatovymi skupinami.

Pro heparin-afinitni chromatografii byla pouzita kolona HiTrap Heparin HP 5ml, ktera
byla piipojena k FPLC systému AKTAprime. Pfed zavedenim vzorku na kolonu byl cely
obvod priistroje a kolona ekvilibrovana na pufr E pro heparin-afinitni chromatografii, ktery
je totozny s pufrem pro aniontové vymeénnou chromatografii (viz tab. 10.16). Roztok proteinu
byl postupné nanaSen na kolonu za priatoku mobilni fdze 1,5 ml/min. Eluce navazaného
proteinu byla docilena linearnim gradientem pufru F (viz tab. 10.16) s rostouci koncentraci
soli. Pribeh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance pti
280 nm v usti kolony v zéavislosti na elu¢nim objemu. Eluované frakce byly jimany
do plastovych mikrozkumavek po 1 ml, a ty byly uchovany na ledu. Cistota sbiranych frakei
byla analyzovana 12% SDS-PAGE.

Gelova permeacni chromatografie: Sesbirané frakce po heparin-afinitni chromatografii byly
sjednoceny v centrifugani zkumavce s membranou propustnou pro molekuly s molekulovou
hmotnosti niz8i nez 30 kDa a zkoncentrovany ultrafiltraci v centrifuze pti 4 ‘C a 1361xg
na kone¢ny objem mensi nez 2 ml. Pro gelovou permeacni chromatografii proteinu p53(1-393)
byla pouzita kolona HiLoad 26/600 Superdex™ 200 pg, zatimco pro p53(1-312) byla pouZita
kolona HiLoad 26/600 Superdex™ 75 pg. Pfed zavedenim vzorku na kolonu byl cely obvod
pfistroje a kolona ekvilibrovdna na pufr pro gelovou permeacéni chromatografii (sloZeni viz tab.
10.17). Rychlost pritoku mobilni faze byla nastavena na 1,5 ml/min. Priibéh chromatografie
byl sledovan méfenim absorbance pii 280 a 260 nm v usti kolony v zévislosti na elu¢nim
objemu. Po ovéfeni dostaCujici Cistoty proteinu v sesbiranych frakcich pomoci 12% SDS-
PAGE, byly frakce sjednoceny a z Lambertova-Beerova zdkona stanovena koncentrace
izolovaného proteinu méfenim absorbance piti 280 nm. Purifikovany protein byl zkoncentrovan
na kone¢nou koncentraci ~1 mg/ml, rozdélen do 1ml alikvét a nasledné zamraZen a skladovan

pii —80 °C.

5.2 Elektroforéza v polyakryalamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (z angl. sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis)

je rutinné pouzivand metoda pro zjiSténi pfitomnosti kontaminantii a stanoveni cCistoty
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purifikovaného proteinu v proteinovém vzorku. Jedna se o metodu diskontinualni gelové
elektroforézy, pii niz jsou proteiny nejprve koncentrovany v tenké vrstvé zaostfovaciho gelu,
a pak rozdéleny na zdklad¢ své molekulové hmotnosti v separa¢nim gelu. Dodecylsulfat sodny
(SDS) je detergent a zajistuje denatura¢ni podminky v prubéhu elektroforézy. SDS narusuje
nekovalentni vazby proteinu, a proptjcuje jim jednotny zaporny naboj, ¢imz zajiStuje,
ze vSechny proteiny migruji gelem smérem k anodé¢ a rychlost jejich migrace zavisi predevsim
na jejich relativni molekulové hmotnosti.

Pro SDS-PAGE byl pfipraven 15% nebo 12 9% separacni gel pfevrstveny
4% zaostfovacim gelem, sloZeni polymerizaénich roztokl pro jejich pfipravu je uvedeno
vtab. 10.18 a tab. 10.19. Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny smichanim 10 pl
analyzovaného proteinového vzorku s 5 pl vzorkového pufru obsahujiciho SDS (sloZeni viz
tab. 10.21). Pro zajisténi uplné denaturace a snadnéjs$iho navazani SDS byly vzorky zahtivany
po dobu tii minut pii teploté 95 °C. Elektroforéza probihala v 1xkoncentrovaném pufru pro
SDS elektroforézu (sloZzeni 10xkoncentrovaného pufru viz tab. 10.22) pfi konstantnim napéti
200 V po dobu 1 hodiny. Po skonceni elektroforézy byly proteiny na gelu vizualizovany
pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (slozeni barviciho roztoku viz tab. 10.23). Gel
byl ponotfen do ~200 ml dH20 a voda ptivedena k varu. Hned na to byl gel pfeveden do
~150 ml barviciho roztoku a zahfivan pii teplot€¢ trochu nizs§i nez teplot¢ varu. Po asi
4 minutach zahfivani byl gel pfeveden do ~200 ml dH>O a odbarven povaienim gelu

v destilované vodé.

5.3 Fosforylace FOXO4 in vitro pomoci AKT Kkinasy

Ptipraveny konstrukt FOX0O4 (o residuich 15-217) obsahuje pouze dvé fosforylaéni
mista rozpoznavané proteinkinasou AKT (T32 a S197), které tvoti vazebné motivy pro dimerni
14-3-3 protein, tieti fosforylacni misto (S262) v tomto zkraceném konstruktu chybi.

Pro ptipravu fosforylovaného FOXO4 (dale znaceny FOXO04-2P) byl purifikovany
FOXO4 protein podroben fosforylacni reakci s 10 mM Mg(CH3COO);, 0,2 mM ATP
a 0,56 U AKT/mg proteinu pii koncentraci substratu (FOXO04) alespont 30 uM nebo vyssi.
Reakce probihala ve vodni 1dzni s termostatem nastavenym na 30 °C po dobu 2 hodin, nasledné
byla reakéni smés z 1azn€ vyjmuta a ponechana dalsi 2 hodiny pfti pokojové teploté (~23 °C),
a posléze presunuta do lednice, kde reakce pokracovala pii 4 °C po dobu 10 hodin. Nasledné

byla za G€elem odstranéni ATP a AKT provedena druha gelova permeacni chromatografie
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na koloné kolona Superdex™ 75 Increase 10/300 GL v pufru o stejném sloZeni jako pii prvni
gelové chromatografii (viz tab. 10.8). Vysledek kvantitativniho prabéhu fosforylace byl ovéien
hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci a pomoci nativni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu byl dokazana schopnost pfipraveného FOX04-2P vazat dimerni
14-3-3 protein.

5.4 Nativni elektroforéza v polyakryalamidovém gelu

Na rozdil od SDS-PAGE, ktera denaturuje proteiny, nativni PAGE zachovava nativni
konformaci proteinti, v€etn¢ jejich kvartérni struktury. Proteiny migruji prostfedim gelu
v zavislosti na svém ndboji a velikosti, a zachovavaji interakce s ostatnimi proteiny tak,
ze komplexy o vysoké afinité (tj. nizké disociacni konstantné) putuji jako jeden celek.

Nativni elektroforéza probihala v 12% polyakrylamidovém gelu v elektroforetické
vané naplnéné 1xkoncentrovanym TBE pufrem (sloZzeni 10xkoncentrovaného TBE pufru
viz tab. 10.24). Pfed samotnou elektroforézou proteinovych vzorkl byla elektroforéza nejprve
spusténa naprazdno (tzv. pre-run) pii 200 V po dobu 1 hodiny za i¢elem odstranéni zbytkového
APS, nespotiebovaného pii ptipravé gelu. APS se pasobenim svétla rozklada za vzniku
volnych radikald, které zahajuji polymeracni reakci gelu, pied nativni elektroforézou je vSak
nutné zbytkovy APS z gelu odstranit, aby nedoSlo k oxida¢nimu poskozeni proteinovych
vzorkl a jejich piipadné denaturaci nebo ke konformaénim zménam.

Slozeni vzorkl pro nativni elektroforézu je uvedeno v tab. 5.1. Po smichadni protein(
v danych molarnich pomérech byly vzorky ponechdny inkubovat po dobu 30 minut na ledu,
nasledné bylo pfidano 5 pl vzorkového pufru s bromfenolovou moditi (slozeni viz tab. 10.25)
a po dalSich 10 minutach inkubace bylo na gel pipetovano vzdy 10 pl vzorku. Nativni
elektroforéza probihala v ledové ldzni pfi 170 V po dobu tfi hodin. Proteiny na gelu byly
vizualizovany pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250 stejnym postupem jako pii SDS-PAGE.

Tabulka 5.1: SloZeni vzorki pro nativni elektroforézu. Kazdy sloupec 1-5 odpovida jedné
draze polyakrylamidového gelu.

#1 #2 #3 #4 #5
40 umol dm 14-3-3y - - 15 ul 7,5 ul 7,5 ul
20 pmol dm? FOX04 15w - - 7,5 ul —
20 pmol dm FOX0O4-2P - 15 ul - - 7,5 ul
TBE vzorkovy pufr Sul Sul Sul Sul Sul
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5.5 Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

Pro provadéni naslednych experimentii s FOXO4-2P bylo potieba ovéfit, ze doslo ke
kompletni fosforylaci na obou residuich T32 a S197, tedy ze se v proteinovém vzorku
nenachazi frakce nefosforylovaného FOXO4 proteinu. Za timto ucelem byla provedena
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci vzorku pied fosforylaci (100 ul vzorku
o koncentraci FOX04 40 pumol dm™) a vzorku vzatého po fosforylaci (100 pl vzorku
o koncentraci FOX04-2P 40 umol dm™). Mé&feni bylo provedeno Pavlou Vatikovou, Ph.D
(Centrum molekularni struktury BTU AV CR Biocev, Vestec) na hmotnostnim spektrometru
15T-SolariX XR FT-ICR (Bruker Daltonics).

Obecny pracovni postup je nasledujici: proteinovy vzorek je nejdiive zbaven soli
na odsolovaci kolonég proto, aby se zabranilo interferenci pti pfevadéni analytu do ionizovaného
stavu. Soucasn€¢ dochdzi k vyméné pufru za pufr tekavejsi, ktery je vhodny pro
elektrosprejovou ionizaci (napf. 0,1-1% kyselina mravenci). Pfipraveny roztok proteinu se pies
kapilaru zavede do hmotnostniho spektrometru a je vystaven vysokému napéti, tim se vytvori
nabité kapicky, které pozdéji podléhaji desolvataci, dochédzi k vypafovani rozpoustédla
a postupné se uvoliuji do plynné faze jednotlivé ionty. Vzniklé ionty jsou poté separovany
na zékladé poméru hmotnosti a nadboje (m/z) a detekovany za vzniku hmotnostniho spektra.
Elektrosprejova ionizace je tzv. mékka ionizacni technika, u niZ nedochédzi k vyznamné

fragmentaci molekul analytu, coz z ni ¢ini vhodnou techniku pro analyzu biomolekul.

5.6 Méreni sedimentacni rychlosti analytickou ultracentrifugaci

Analyticka ultracentrifugace (AUC) je metoda sedimentacni analyzy pouzivana
ke studiu hydrodynamickych a termodynamickych vlastnosti biomolekul. Bé&hem
ultracentrifugac¢niho experimentu je vzorek v roztoku vystaven tthovému poli, které zptsobuje
sedimentaci biomolekul v kyveté, pficemz sedimentace je sledovdna v redlném cCase diky
UV/Vis absorpénimu, fluorescenénimu a/nebo interferenénimu optickému detekénimu
systému. Kyvety uvnitf centrifugy jsou analyzovdny po celé jejich délce a data jsou
automaticky ukladdna pro naslednou analyzu softwarem uzplisobenym pro porovnavani
experimentalnich dat s matematickymi modely. Ze sedimentacnich dat lze ziskat odhad
molekulové hmotnosti a tvaru cCastic, tdaje o distribuci jednotlivych typt sedimentujicich

¢astic ve vzorku (napf. riiznych oligomernich stavli proteinu), nebo lze ziskat diikaz o tvorbé
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proteinovych komplexii a hodnotu jejich rovnovazné konstanty. Vyhoda AUC pro studium
biomolekul spoc¢iva v tom, Ze jsou studovany ve vodném prostiedi, za biologicky relevantnich
podminek a v nepfitomnosti interakci s matrici a bez vyraznych povrchovych efektii. Navic
metoda nevyzaduje Zadné umélé afinitni znacky nebo fluorescenéni znaceni.

Existuji dva zakladni typy experimentl analytické ultracentrifugace: 1) metoda
sedimentacni rychlosti (SV AUC, z angl. sedimentation velocity analytical ultracentrifugation)
a 2) metoda sedimentacni rovnovahy (SE AUC, z angl. sedimentation equilibrium). V metod¢
sedimentacni rychlosti se vlivem dostatecné velké odstfedivé sily za vysokych otacek
utracentrifugy za¢nou vSechny makromolekuly stejnomérné pohybovat smérem ke dnu kyvety
(sedimentovat). Brzy na to se tak vytvofi pohybujici se rozhrani (angl. ,,boundary*) mezi
sedimentujicimi makromolekulami a oblasti roztoku, kde jiz makromolekuly nejsou pfitomny
(viz obr. 5.1). Toto rozhrani se pohybuje od menisku smérem ke dnu kyvety konstantni
rychlosti a rychlost pohybu rozhrani je sledovana pomoci série snimki, které jsou
zaznamenavany v pevném casovém intervalu. Proti sedimentaci Castic pusobi difuze, ktera je
zodpovédna za postupné rozmyvani rozhrani. Z rychlosti pohybu rozhrani a jeho tvaru tak lze

urcit sedimentaéni a difuzni koeficient dané¢ makromolekuly [105].

1'5 T T T T

meniskus
vzorku rozhrani, t1

e r0Zhrani sedimentuji
\ a difunduji s €asem

meniskus
reference

-0‘5 | | 1 | |
6,0 6,2 6.4 6.6 6,8 7.0 7,2
r,cm

rozhrani, t10

Obrazek 5.1: Soubor 10 snimki zaznamenanych absorp¢ni optikou pii 280 nm béhem experimentu méieni
sedimenta¢ni rychlosti (SV AUC). Prvni snimek je oznacen t; a posledni snimek tio. Casovy interval mezi
jednotlivymi snimky byl 25 minut. Jedna se o snimky vzorku 40 kDa rekombinantniho NK buné¢ného receptoru
rClrb na analytické ultracentrifuze ProteomLab™ XL-I pfi 45 000 ot. min™'. Pfevzato [105]
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Sedimentacni koeficient makromolekuly sje dan jejimi molekularnimi parametry

vyjadienymi v Svedbergove rovnici:
s =uw/w?r =M(1 — p)/Naf, (5.3)

kde u je pozorovana radialni rychlost makromolekuly (rychlost pohybu rozhrani) v [m s],
w? thlova rychlost rotoru [rad s'], 7 je vzdalenost od osy otaceni [m], M molekulovd hmotnost
[kg mol™'], ¥ parcidlni specificky objem molekuly [m? kg'], p hustota roztoku [kg m™],
Na Avogadrova konstanta [mol™'] a f frikéni koeficient [kg s!]. Hodnota sedimenta¢niho
koeficientu se bézné udava v jednotkach Svedberg (S), pficemz 1 S odpovida 107" sekundy.
Sedimentacni koeficient je nezdvisly na aplikovaném gravitacnim poli, a krom¢& zavislosti na
hustoté a viskozit¢ rozpoustédla (pufru) je molekularni konstantou. Dosazenim vztahu
Naf = RT/D (odvozeného ze Stokes-Einsteinovy rovnice) do pravé strany rovnice 5.3 lze

vyjadrtit zavislost sedimenta¢niho koeficientu na difuznim koeficientu D:

s =MD(1 — Vp)/RT, (5.4)
kde T je termodynamicka teplota v Kelvinech a R univerzalni plynova konstanta [J K-' mol™'].

Veskera moderni analyza dat ziskanych metodou sedimentacni rychlosti spociva

v numerickém feSeni sady Lammovych rovnic. Lammova rovnice je vyjadiena vztahem 5.5:
10 ( 2.2 ac )

—=—-—\cswr*-—D—r 5.5
ror or /)’ ( )

kde c je koncentrace sedimentujici makromolekuly v mol m™, r je vzdalenost od osy otadeni
v metrech a ¢ je €as v sekundach. Jedna se o parcidlni diferencialni rovnici, odvozenou
na zaklad€ principd rovnice kontinuity, vychazejici z popisu lokalnich rovnovah difuzniho
a sedimenta¢niho toku. Lammova rovnice tudiZz popisuje evoluci distribuce koncentrace
sedimentujici makromolekuly c(r,#) pod vlivem tihového pole jakozto funkci €asu a radialni
pozice v centrifugaéni cele. Lammova rovnice nema vyjma specidlnich ptipadii analytické
feSeni, a proto se experimentalni data prokladaji funkci vychazejici z numerického feSeni, napf.

nelinedrni regresi pomoci metody nejmensich ctverct [105], [106].
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5.6.1 Priprava vzorkii a sbér dat

SV AUC experimenty byly provedeny na analytické ultracentrifuze ProteomLab™

XL-I s osmimistnym An-50 titanovym rotorem (Beckman Coulter, USA) pfi teploté 20 °C
a uhlové rychlosti rotoru 48 000 ot./min s interferen¢nim detekénim systémem. Méfenim
piedchazela dialyza proteinovych vzorki proti pufru o slozeni viz tab. 10.26. V zésadé byly
provedeny dvé série méfeni. V prvni sérii byla koncentrace p53 u vSech vzorkl stejna
(20 pmol dm?™) srliznymi piidavky FOXO4-2P (v molarnich pomérech FOX04-2P:p53
0,1:1; 0,3:1; 1:1; 3:1; 10:1). Koncentrace FOXO4-2P byla tedy v kazdém vzorku jina,
v rozsahu 2-200 pmol dm™. V druhé sérii méfeni byla u viech vzorkil totozna koncentrace
FOXO04-2P (20 umol dm™) a 14-3-3 (40 pmol dm™), p¥i¢emz koncentrace p53 byla postupné
zvySovéana (opét v rozsahu koncentraci 2-200 pmol dm™, odpovidajici molarnim pomé&riim
FOXO04-2P:p53 1:0,1; 1:0,3; 1:1; 1:3; 1:10). Soucasné s témito sériemi byly za ucelem
stanoveni referen¢nich sedimentacnich koeficientii méteny ve zbylych volnych mistech rotoru
vzorky samostatnych komponent p53(1-312), FOX04-2P(15-217), a také vzorek komplexu
FOXO04-2P:(14-3-3C). Pro méteni SV AUC se nepodafilo ziskat data pro vzorky obsahujici
protein p53(1-393) kvili jeho nizké stabilité v roztoku. VSechny vzorky byly pfipraveny
o objemu 400 pl, pfi¢emz do dvousektorovych centrifugacnich cel bylo pipetovano vzdy 380
ul vzorku a 382 pl blanku (tj. pufru v dialyza¢ni rovnovaze s roztokem proteinu).

Nameétend SV AUC data byla analyzovana v softwaru SEDFIT [107], pouZzitim vynosu
distribuce sedimenta¢nich koeficientii (angl. termin continuous c(s) distribution). Hustota
a viskozita pouzitého pufru byla aproximovana pouzitim programu SEDNTERP [108]
z tabelovanych hodnot na zaklad€ znalosti sloZeni pufru. Parcialni specificky objem proteinti

byla aproximovan priimérnou hodnotou pro globularni proteiny 0,73 ml g™!.
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6 Vysledky

6.1 Purifikace FOXO4 proteinu

6.1.1 GST-afinitni chromatografie a Stépeni fiizniho proteinu

Eluovany protein z GST-afinitni chromatografie byl sbirdn po 10 ml frakcich
do konickych zkumavek inkubovanych na ledu. Dohromady bylo posbirdno 30 ml eluatu.
Vysledek purifika¢niho kroku byl ovéfen pomoci 15% SDS-PAGE (viz obr. 6.1A). Z gelu je
patrné, Ze uz pomoci GST-afinitni chromatografie byl ziskan protein o relativné znacné Cistote,
a podafilo se zbavit velkého mnozstvi kontaminujicich proteini z bunééného lyzatu. Frakce

1-2 obsahuji dostate¢né mnozstvi fuzniho proteinu, a proto byly sjednoceny pro dalsi

purifikacni kroky.
(kba) M s 1 2 3 (kDa) M FP SP
75
75 63
63 48 GST-FOX04(15-217)
48 — GST-FOX04(15-217)
35
% 25 FOX04(15-217)
25 20 FOX04(15-217)AC
20 17
17 11
11

Obrazek 6.1: (A) 15% SDS-PAGE eluovanych frakei fuzniho proteinu GST-FOXO04 po GST-afinitni
chromatografii. Prvni draha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl
Roth). Druha draha gelu (S) nalezi vzorku supernatantu bunééného lyzatu. Drahy 1-3 piislusi vzorkiim sbiranych
frakci. (B) Ovéreni odstépeni GST pomoci 15% SDS-PAGE. Do drahy oznacené FP (fuzni protein) byl
pipetovan vzorek vzaty z dialyzy pied $tépenim a do drahy oznadené SP (§t&peny protein) vzorek po prob&hlé
dialyze a po §tépeni TEV proteasou.

Pro dialyzu byla pouzita membrana propustna pro molekuly s molekulovou hmotnosti
do 6-8 kDa. Dialyza probihala po dobu 12 hodin a posléze jest¢ 2 hodiny v novém pufru. Pro
kvantitativni Stépeni fizniho proteinu bylo k roztoku pfidano 5000 U TEV proteasy (200 U/mg
rekombinantniho proteinu). Z gelu na obr. 6.1B je patrné, Ze odstépeni GST probéhlo

kvantitativn€. U vzorku St€peného proteinu je kromé $tépeného FOXO4 vidét také méné

vvvvvv
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o proteolyticky degradac¢ni produkt FOXO4, s n¢kolika chybéjicimi aminokyselinami na
C-konci (dale znaceny FOX04(15-217)AC).

6.1.2 Kationtové vyménna chromatografie

Prabéh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance
pii 280 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.2A). Eluované frakce byly
jiméany do plastovych mikrozkumavek po 1 ml a uchovany na ledu. Cistota sbiranych frakei
byla analyzovana 15% SDS-PAGE (viz obr. 6.2B). K dal$imu purifikaénimu kroku byly
sjednoceny frakce 14—19. Frakce 11-13 byly z dalsi purifikace vyfazeny, nebot’ obsahuji vyssi
podil C-koncové degradovaného FOXO4.

(kDa) M 11 12 13 14 15 16 17 18 19

A B 75
63
48
800 35
25 -1 80
20
17
_B00} _
1
2 foo 2
£ )
2 E
< 400} =
140
200+
120
0 | | I | ] | | | i ] |
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Vimi

Obrazek 6.2: Purifikace FOXO04(15-217) kationtové vyménnou chromatografii. (A) Elucni profil
FOXO04(15-217) z kationtové vyménné chromatografie na koloné HiTrap SP. Modra ktivka odpovida absorbanci
pfi 280 nm a oranzova kiivka odpovida konduktivité. Vybarvena plocha pod kiivkou odpovida sesbiranym
frakcim pro dalsi purifikacni krok. (B) Kontrola cistoty sbiranych frakci FOXO04(15-217) pomoci 15% SDS-
PAGE. Prvni draha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth).

6.1.3 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provedena dle postupu uvedeném v sekci
Gelova permeacni chromatografie na str. 44. Pribéh chromatografie byl sledovan méfenim
absorbance pti 280 a 260 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.3A).

Cistota sbiranych frakci byla analyzovana 15% SDS-PAGE (viz obr. 6.3B). Frakce 9—18 byly
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sjednoceny (10x1,5 ml) a zkoncentrovany na kone¢ny objem 3 ml. Vytézek purifikace byl
vypocten dle vztahu (5.2), str. 45 a ¢inil 3,0 mg. Purifikovany FOXO4 byl rozd€len do 1 ml

alikvot, zamrazen a skladovan pii —80 °C.

(KDa) M 10 11 12 13 14 15 16 17 18
A B
63
48
200 35
25
1T
?(150_ "
E
< 100 |
50
0 | L l | L
30 60 90 120
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Obrazek 6.3: Purifikace FOX04(15-217) gelovou permeacni chromatografii. (A) Elu¢ni profil FOX04
(15-217) z gelové permeacni chromatografie na kolon& HiLoad 26/600 Superdex™ 75 pg. Fialova kfivka
odpovida absorbanci pti 260 nm a modra kiivka absorbanci pti 280 nm. (B) Kontrola Cistoty sbiranych frakci
FOXO04(15-217) pomoci 15% SDS-PAGE. Prvni draha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti
ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth).

6.2 Purifikace p53(1-312) proteinu

6.2.1 Niklova chelatacni chromatografie a Stépeni afinitni kotvy

Eluovany protein z niklové chelataéni chromatografie byl sbirdn po 2ml frakcich
do zkumavek inkubovanych na ledu. Dohromady bylo posbirano 12 frakci. Pfitomnost
zadouciho proteinu v eluatu byla ovétena 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.4). VSech 12 frakci bylo
sjednoceno pro dalsi purifika¢ni kroky. Pro dialyzu byla pouZita membrana propustna pro
molekuly s molekulovou hmotnosti do 14 kDa. Dialyza probihala po dobu 3 hodin a posléze
jesté 12 hodin v novém pufru. Pro kvantitativni St€peni fizniho proteinu bylo k roztoku
proteinu piidano 7000 U TEV proteasy (200 U/mg rekombinantniho proteinu). Z gelu
na obr. 6.5 nebylo jasné, zda doslo ke kvantitativnimu odstépeni afinitni kotvy, pfesto se

pokracovalo dal§imi purifikaénimi kroky.
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Obriazek 6.5: 12% SDS-PAGE eluovanych frakei fiizniho proteinu 6xHis-pS3(1-312) po niklové chelataéni
chromatografii. Prvni drdha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl
Roth). Drahy 3—11 pfislusi vzorkiim sbiranych frakei.

(kDa) M FP SP
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63 -
e o« 6XHis-p53(1-312)

35 T~ p53(1-312)

25
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Obrizek 6.4: Ovéreni odStépeni afinitni kotvy pomoci 15% SDS-PAGE. Do drahy oznacené FP (fuzni protein)
byl pipetovan vzorek vzaty z dialyzy pted $tépenim a do drahy oznacené SP (§t€peny protein) vzorek po probéhlé
dialyze a po §tépeni TEV proteasou.

6.2.2 Heparin-afinitni chromatografie

Prabéh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance
pii1 280 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.6A). Eluované frakce byly
jimany do plastovych mikrozkumavek po 1 ml a uchovany na ledu. Cistota sbiranych frakeci
byla analyzovana 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.6B). Z gelu je vidét zdvojeni pasu pfi
molekulové vaze odpovidajici pS3(1-312). Toto zdvojeni je zfejme disledkem nekompletniho
odstépeni afinitni znacky. Sjednocené frakce 11-16 byly proto pied gelovou permeacni

chromatografii znovu dialyzovéany proti pufru o sloZeni viz tab. 10.13 a do dialyzy byla pfidana
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jiné alikvota TEV proteasy. Kvantitativni pribéh Stépeni je tentokrat uz jasny z gelu po gelové

permeacni chromatografii na obr. 6.7B.

(kDa) M 10 11 12 13 14 15 16 17 18

A B 135
100
10501 75
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Obrazek 6.6: Purifikace p53(1-312) heparin-afinitni chromatografii. (A) Elu¢ni profil p53(1-312) z heparin-
afinitni chromatografie na kolon¢ HiTrap Heparin HP 5Sml. Modra kfivka odpovida absorbanci pii 280 nm a
oranzova kiivka odpovida konduktivité. Vybarvena plocha pod kiivkou odpovida sesbiranym frakcim pro dalsi
purifika¢ni krok. (B) Kontrola cistoty sbiranych frakci p53(1-312) pomoci 12% SDS-PAGE. Prvni draha gelu
(M) nélezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth).

6.2.3 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provedena dle postupu uvedeném v sekci
Gelova permeacni chromatografie na str. 48. Pribéh chromatografie byl sledovan métenim
absorbance pti 280 a 260 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.7A).
Cistota sbiranych frakci byla analyzovéana 15% SDS-PAGE (viz obr. 6.7B). Frakce 3448 byly
sjednoceny (15%1,5 ml) a zkoncentrovany na kone¢ny objem 6 ml. VytéZzek purifikace byl

6,6 mg.
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Obrazek 6.7: Purifikace p53(1-312) gelovou permeacni chromatografii. (A) Elu¢ni profil p53(1-312) z gelové
permeac¢ni chromatografie na koloné HiLoad 26/600 Superdex™ 75 pg. Fialova kfivka odpovida absorbanci pfi
260 nm a modra kiivka absorbanci pii 280 nm. (B) Kontrola Cistoty sbiranych frakci p53(1-312) pomoci
15% SDS-PAGE. Prvni draha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR
(Carl Roth).

6.3. Purifikace p53(1-393) proteinu

6.3.1 Niklova chelata¢ni chromatografie

Eluovany protein z niklové chelatacni chromatografie byl sbiran po 2 ml frakcich
do zkumavek inkubovanych na ledu. Dohromady bylo posbirdno 13 frakei. Pfitomnost
zadouciho proteinu v eluatu byla ovétena 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.8 A,B). VSech 13 frakci
bylo sjednoceno pro dalsi purifikacni kroky. Pro dialyzu byla pouZita membrana propustna pro
molekuly s molekulovou hmotnosti do 14 kDa. Dialyza probihala po dobu 3 hodin a posléze
jesté 12 hodin v novém pufru. Pro kvantitativni Stépeni fazniho proteinu bylo k roztoku
proteinu piidano 4400 U TEV proteasy (250 U/mg rekombinantniho proteinu). Z gelu
na obr. 6.8B je patrné, Ze odstépeni 6xHis-GB1 probéhlo kvantitativné.

6.3.2 Aniontové vyménna chromatografie

Pribéh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance

pii1 280 nm v Usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.9A). Eluované frakce byly
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jiméany do plastovych mikrozkumavek po 1 ml a uchovany na ledu. Cistota sbiranych frakei
byla analyzovana 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.9B). Frakce 12-21 byly sjednoceny a vzaty

k dalsimu purifikacnimu kroku.

A

B

(kDM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (kDayMm 10 11 12 13 FP &p

S

100

75 75

63 63 6xHis-GB1-p53(1-393)
p53(1-393)

48 48

35 35

25 25

Obrazek 6.8: 12% SDS-PAGE eluovanych frakci fuzniho proteinu 6xHis-GB1-p53(1-393) po niklové
chelataéni chromatografii. (A) Prvni drdha gelu (M) nélezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark
TRICOLOR (Carl Roth). Drahy 1-9 pfislusi vzorkiim sbiranych frakci. (B) Ovéteni odstépeni 6xHis-GB1 pomoci
12% SDS-PAGE. Do drdhy oznacené FP (fuzni protein) byl pipetovan vzorek vzaty z dialyzy pred $t€penim
a do drahy oznagené SP (3t&peny protein) vzorek po prob&hlé dialyze a po §tépeni TEV proteasou. V gelu B jsou
dale uvedeny vzorky frakci sbiranych z niklové chelataéni chromatografie v pokracujicim pofadi k gelu A
(drahy 10-13).
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Obrazek 6.9: Purifikace p53(1-393) aniontové vyménnou chromatografii. (A) Elucni profil p53(1-393)
z aniontové vyménné chromatografie na koloné MonoQ. Modrd kiivka odpovida absorbanci pii 280 nm
a oranzova kiivka odpovida konduktivité. Vybarvena plocha pod kiivkou odpovida sesbiranym frakcim pro dalsi
purifikacni krok. (B) Kontrola Cistoty sbiranych frakci p53(1-393) pomoci 12% SDS-PAGE. Prvni draha gelu
(M) nélezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth).
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6.3.3 Heparin-afinitni chromatografie

Prabéh chromatografie byl sledovan méfenim mérné elektrické vodivosti a absorbance
pii 280 nm v usti kolony v zavislosti na elu¢nim objemu (viz obr. 6.10A). Eluované frakce byly
jiméany do plastovych mikrozkumavek po 1 ml a uchovany na ledu. Cistota sbiranych frakei
byla analyzovana 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.10B). Frakce 19-27 byly sjednoceny a vzaty

k dalsimu purifika¢nimu kroku.
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Obrazek 6.10: Purifikace p53(1-393)heparin-afinitni chromatografii. (A) Elucni profil p53(1-393) z heparin-
afinitni chromatografie na kolon¢ HiTrap Heparin HP 5ml. Modra kiivka odpovida absorbanci pii 280 nm
a oranzova ktivka odpovida konduktivité. Vybarvena plocha pod kiivkou odpovida sesbiranym frakcim pro dalsi
purifikaéni krok. (B) Kontrola Cistoty sbiranych frakci p53(1-393) pomoci 15% SDS-PAGE. Prvni draha gelu
(M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark TRICOLOR (Carl Roth).

6.3.4 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provedena dle postupu uvedeném v sekci
Gelova permeacni chromatografie na str. 48. Prib¢h chromatografie byl sledovan méfenim
absorbance pti 280 a 260 nm v usti kolony v zavislosti na eluénim objemu (viz obr. 6.11A).
Cistota sbiranych frakci byla analyzovana 12% SDS-PAGE (viz obr. 6.11B). Frakce 1-28 byly
sjednoceny (28%1,5ml) a zkoncentrovany na kone¢ny objem 2,5 ml. Vytézek purifikace
z 6 litrti bakterialni kultury byl 1,8 mg. Tetramerni p53(1-393) je pii vySSich koncentracich
nachylny k agregaci a precipitaci z roztoku, proto byl po purifikaci rozdélen do alikvot

o koncentraci 0,7 mg/ml.
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Obrazek 6.11: Purifikace p53(1-393) gelovou permeacni chromatografii. (A) Elu¢ni profil p53(1-393)
z gelové permeacni chromatografie na kolon& HiLoad 26/600 Superdex™ 200 pg. Fialova kiivka odpovida
absorbanci pfi 260 nm a modra kiivka absorbanci pfi 280 nm. (B) Kontrola Cistoty sbiranych frakci p53(1-393)
pomoci 12% SDS-PAGE. Prvni draha gelu (M) nalezi standardu molekulovych hmotnosti ROTI®Mark
TRICOLOR (Carl Roth).

6.4 Fosforylace FOX4 pomoci proteinkinasy AKT in vitro

6.4.1 Nativni elektroforéza

Vzorky pro nativni elektroforézu v 12% polyakryalamidovém gelu byly pfipraveny
podle postupu uvedeném v sekci 5.4, na str. 50. Vysledny gel je na obr. 6.12. FOXO4 je bazicky
protein, jeho pl je 9,86 a pii pH=8,3 ponese kladny néboj, takZe migruje smérem ke katode,
ktera je pti vertikdlnim uspotadani elektroforézy nahote, proto FOXO4 nebude vstupovat
do gelu. FOX0O4-2P ma sice mensi, ale stale kladny, celkovy ndboj a taktéZz témet do gelu
nevstupuje. Protein 14-3-3 nese pii tomto pH zaporny néaboj, jeho pl je 4,77 a bude migrovat
prostiedim gelu smérem k anod¢. FOXO4-2P tvoti s dimerem 14-3-3( proteinu komplex ve
stechiometrickém poméru 1:1 (Kq < 30 nM) [109]. Z gelu je patrnd pozice pasu pro samotny
dimerni 14-3-3 protein, ptiblizné za polovinou tieti drahy zleva. U ¢tvrté drahy s FOXO04-2P
a (14-3-3 {)> v molarnim pomeéru 1:1 jsou vidét dva odliSené pasy. Jeden zhruba v Ctvrting
dréhy gelu, ktery odpovida stabilnimu komplexu FOX04-2P:(14-3-3(),, a dale také pas pro

cvwr

dimerni 14-3-3 mutZe byt vysvétlena bud’ neptesnosti v dosazeni molarniho poméru 1:1, nebo
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pritomnost minoritni frakce FOXO4 proteinu, ktery neni fosforylovany, a tak neni schopny
tvofit komplex s (14-3-3()> proteinem. Komplex FOXO4-2P:(14-3-3 () ma nizsi
elektroforetickou mobilitu oproti samotnému dimeru 14-3-3, protoze se jednd o molekularni
celek o vétsi molekulové vaze a/nebo celek s méné negativnim nabojem. U posledni drahy
s FOXO4 a (14-3-3()> v molarnim poméru 1:1 je opét vidét jediny pas odpovidajici dimernimu
14-3-3 proteinu. Neptitomnost pasu pro komplex reflektuje skute¢nost, ze fosforylovany T32

a S197 tvoti vazebna mista pro dimerni 14-3-3 protein.

FOX04-2P FOX04

(14-3-3),  (14-3-3);

v molarnim v molédrnim
FOX04-2P FOX04 (14-3-3); poméru 1:1 poméru 1:1 @

®

Obrazek 6.12: Nativni 12% PAGE dokazujici interakci FOX04-2P a dimerniho 14-3-3 proteinu. Protein
FOXO4 je pti pH 8,3 kladné nabity, takze nevstupuje do gelu (draha 2). Fosforylovany FOXO04, ackoli je méné
kladné nabity kviili zdporné nabitym fosfatovym skupinam, do gelu témét nevstupuje (draha 1). Protein (14-3-3),
je zaporné nabity, proto migruje gelem smérem k anod¢ (draha 3). Pro smés fosforylovaného FOXO04 s (14-3-3),
v molarnim poméru 1:1 je vidét novy pas, ktery odpovida komplexu (14-3-3),:FOX04-2P (draha 4). Interakce
FOXO04 s (14-3-3), proteinem je podminéna fosforylaci na dvou residuich, a proto smés nefosforylovaného
FOXO04 s (14-3-3), v molarnim poméru 1:1 nevykazuje pas pro komplex (draha 5).
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6.4.2 Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci

Hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci prokazala uplnost fosforylace
FOXO4 proteinu na dvou residuich (viz hmotnostni spektra fosforylovaného
a nefosforylovaného vzorku proteinu na obr. 6.13). Vzrist molekulové vahy protonovaného
iontu [M+H]" u vzorku fosforylovaného proteinu o ~160 Da odpovida adici dvou fosfatovych
skupin. Navic u vzorku fosforylovaného proteinu neni vidét pik, ktery by odpovidal
pritomnosti frakce nefosforylovaného FOXO04 (na pozici svislé pferuSované cary 0xP), ani pik

pro FOXO04 fosforylovany pouze na jednom ze dvou moznych residui.

OxP 2xP

3.0 : FOX04-2P(15-217)
= [M+H]* 22 694,64163
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Obrazek 6.13: Hmotnostni spektrum ziskané metodou ESI-MS dokazujici uplnost fosforylace in vitro.
(A) Hmotnostni spektrum FOXO04-2P(15-217) proteinu (tj. FOX04(15-217) fosforylované na dvou residuich).
(B) Hmotnostni spektrum FOXO4(15-217) proteinu (tj. nefosforylované FOXO4). Molekulova vaha
protonovaného iontu [M+H]" vzorku fosforylovaného FOX04 je 0 ~160 Da vy$si oproti vaze [M+H]" piku vzorku
nefosforylovaného FOXO04, coz odpovida adici dvou fosfatovych skupin.

ESI-MS dale pomohla charakterizovat a kvantifikovat frakci C-koncové
degradované¢ho FOXO4 proteinu zastoupeného v proteinovém vzorku. Z kompletnich ESI-MS
dat pro vzorek nefosforylovaného FOXO4 totiz vyplyva ptitomnost protonovaného iontu
[M+H]" o molekulové vaze 20 365,20169 Da, ktera pii porovnani se sekvenci FOXO4
odpovidda FOX04(15-197) o relativnim zastoupeni 2,3 % a dale iontu [M+H]" o molekulové
vaze 20 207,8673 Da, ktera odpovida FOXO4(15-195) o relativnim zastoupeni 3,7 %.
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Tzn. jiz pted fosforylaci se v proteinovém vzorku vyskytuje ~ 6 % C-koncové degradované¢ho
FOXO04, pricemz u FOX04(15-195) dokonce chybi S197, a tak mize byt fosforylovan pouze
na T32. C-koncova degradace FOXO4 je Casové zavisly proteolyticky proces, a proto je nutné,
aby purifikace a nasledna fosforylace FOXO4 probéhla v co nejkrat§im mozném cCase, tak aby
zastoupeni FOX04(15-217)AC bylo co nejnizsi. Pfitomnost frakce C-koncové degradovaného
FOXO4-2P byla vzata v potaz pro prubéh naslednych experimenti. Je dilezité zminit,
ze FOX04(15-217) s bodovou mutaci S197A po fosforylaci proteinkinasou AKT na T32,

rovnéz vaze dimerni 14-3-3 protein, pouze s nizsi afinitou (Kq¢ komplexu je ~650 nM) [109].

6.5 Méreni sedimentacni rychlosti analytickou ultracentrifugaci

Plosn€ normalizovand distribuce sedimentacnich koeficientl (déle jen normalizovana
c(s)) vzorkli samotného FOXO4-2P, samotného p53 a komplexu FOXO4-2P:(14-3-3()
je uvedena na obr. 6.14. Normalizace je docilena preskalovanim distribuce tak, aby integrovana
plocha pod kiivkou byla umérna velikosti signilu. Ziskané sedimentacni koeficienty
(viz tab. 6.1) a pozice pikt slouzi jako reference pro dalsi série méteni. Normalizovana c(s) pro
sérii vzorkd s konstantni koncentraci p53(1-312) (20 pumol dm™) a rostouci koncentraci
FOX04-2P(15-217) (v rozsahu koncentraci 2-200 pmol dm™ odpovidajici molarnim
pomérim FOXO04-2P:p53 0,1:1; 0,3:1; 1:1; 3:1; 10:1) je uvedena na obr. 6.15.

66



P

‘e (. FKH-DBD  NLS P

p53 = TAD — pRD MIIBEBD I,

FOXO4

20 M FOX04-2P
20 pM p53
8 - 20 pM FOXO4-2P + 40 pM 14-3-3Z
-
&
&)
@ 4
c 6
()
>
2
= 44
M
g
c 2
0 ) Kl 1 T T T

1 2 3 4 5 6 7
sedimentacni koeficient [S]

Obrazek 6.14: Normalizovana distribuce sedimentacnich koeficientt vzorka 20 pM FOX04-2P, 20 pM p53
a 20 pM FOXO04-2P + 40 pM 14-3-3C. FOXO04-2P tvoii s 14-3-3C komplex v stechiometrickém poméru 1:2.
Nad distribuci jsou schématicky znazornény pouzité konstrukty FOXO4-2P a p53 proteini, které byly spolec¢né
pro v8echny SV AUC méfeni. Protein 14-3-3( byl pouzit o plné délce 245 aminokyselin.

Tabulka 6.1: Hydrodynamické parametry ziskané analyzou c(s) SV AUC dat pomoci
programu SEDFIT.

| 5181 | 520°C, dH:0) [S] | Muosmaa [kDa] | 1/ | Museivense [kDa]

pS3 2,324 2,413 36,7 | 1,652 34,7
FOXO04-2P 1,722 1,788 24,1 | 1,683 22,7
FOXO04-2P:(14-3-30), | 4,552 4,724 82,1 | 1,441 78,3

f/fo — frikéni pomér (definovany jako pomér pozorovaného frikéniho koeficientu a frikéniho koeficientu pro idealni sférickou
¢astici o stejném objemu); ,,best-fit value*

s — experimentalné stanoveny sedimentacni koeficient

s(20 °C, dH20) — sedimentaéni koeficient upraveny na teplotu 20 °C v deionizované vodé

M w,odhad — 0dhadovana molekulova vaha

My sekvence — molekulova vaha ziskana ze sekvence pomoci programu ProtParam, dostupného z [104]

67



= 20 pM p53 + 2 M FOX04-2P
6 7 ——— 20 uM p53 + 6 UM FOXO4-2P
20 pM p53 + 20 pM FOX04-2P
=5 ——— 20 pM p53 + 60 uM FOXO04-2P
J_{)__ 20 uM p53 + 200 pM FOX04-2P
(&)
~@©
c 4 -
©
3
N .
N3
£
527
c
1 p
VAN
O = T - T e T—= T T
1 2 3 4 5 6 7

sedimentacni koeficient [S]

Obrazek 6.15: PloSné normalizované distribuce sedimentacnich koeficienti c(s) pro sérii smésnych vzorki
o konstantni koncentraci p53 a rostouci koncentraci FOX04-2P:p53.
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Obrazek 6.16: Detail jemného posunu p53 piku k vysSim sedimenta¢nim koeficientim p¥i vzrustajici
koncentraci FOX04-2P.
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Pti detailnim zkoumani ziskanych c(s) distribuci (viz obr. 6.16) si Ize v§imnout, Ze s rostouci
koncentraci FOX04-2P dochazi k jemnému posunu piku (odpovidajici proteinu p53) k vyssim
sedimentacnim koeficientim. Tento posun piku je zpusoben tvorbou komplexu
FOXO04-2P:p53 pii jeho postupném syceni. Analyzou vazenych sedimentacnich koeficientl
(sw) jakozto funkci koncentrace FOXO4-2P byla zkonstruovéna vazebna izoterma (angl. termin
Sw isotherm) pomoci programu SEDPHAT [110] a ziskéna ji odpovidajici hodnota rovnovazné

disociacni konstanty Kq= 89 + 9 uM (viz obr. 6.17) pro 68,2% interval spolehlivosti.
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Obrazek 6.17: Vazebna isoterma vaZenych sedimentacnich koeficienti sw pro komplex FOXO04-2P:p53.
Izoterma byla konstruovana na zakladé série méteni SV AUC se smésmi obsahujicimi konstantni koncentraci pS3
(20 pmol dm™) a rostouci koncentraci FOX04-2P (v rozmezi 2-200 pmol dm™). Distribuce sedimentacnich
koeficienti ¢(s) na zakladé kterych byly ziskany datové body sw jsou uvedeny na obr. 6.16. Izoterma byla
konstruovana pomoci Langmuirova vazebného modelu A + B = AB, za predpokladu, Ze stechiometrie
FOXO04-2P:p53 komplexu je 1:1.

Porovnanim ziskan¢ K4 komplexu fosforylovaného FOXO4-2P sp53 s dfive
publikovanou hodnotou K4 ~ 100 uM pro komplex nefosforylovaného FOXO4 s p53 [82] (pfi
zachovani stejnych proteinovych konstruktt p53(1-312) a FOX04(15-217) a stejné metody
stanoveni, tj. z sw izotermy na zakladé¢ SV AUC dat), lze ucinit zavér, ze soucasnd fosforylace

FOXO04 na T32 a S197 nema vliv na stabilitu komplexu FOXO4:p53.
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Pro charakterizaci vlivu vazby dimeru 14-3-3 na fosforylované FOXO4 na schopnost
FOXO04 tvorit komplex s p53 byla namétena série smésnych vzorka s totoznou koncentraci
FOX04-2P (20 pmol dm™) a 14-3-3 (40 pmol dm™) a rostouci koncentraci p53 (opét v rozsahu
koncentraci 2-200 pumol dm, odpovidajici molarnim pomérim FOXO04-2P:p53
1:0,1; 1:0,3; 1:1; 1:3; 1:10). Ziskané normalizované distribuce sedimentacnich koeficientl jsou

uvedeny na obr. 6.18.
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Obrazek 6.18: Plosné normalizované distribuce sedimentac¢nich koeficientii c(s) pro sérii smésnych vzorki
o konstantni koncentraci FOX04-2P a 14-3-3( a rostouci koncentraci p53.

Na zaklad¢ uplné absence pikii pro FOXO4-2P (s = 1,7 S) a volny (14-3-30)>
3,7 S; viz [111]) a naopak ptitomnosti piku pro komplex FOXO4-2P:(14-3-3()

U

(s
(s = 4,5 S), pro srovnani viz obr. 6.14, Ize provést tyto zavery: 1) v pfitomnosti 14-3-3¢
nedochazi k tvorbé ternarniho komplexu FOXO04-2P:(14-3-30)2:p53 (nevyskytuje se Zadna
sedimentujici castice s sedimentatnim koeficientem vys$Sim, neZli odpovidd komplexu
FOXO04-2P:(14-3-30)2; a 2) vazba dimerniho proteinu 14-3-3C na FOXO4-2P znemozZiuje
tvorbu komplexu FOX04:p53, pravdépodobné diky blokaci vazebného povrchu pro p53.
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7 Diskuze

Vzéajemna souhra transkripcnich faktort FOX04 a p53, zejména pak jejich protein-
proteinova interakce se ukazala byti stézejni v regulaci bunééné senescence [15]. Vyzkumy
na zvifatech za dobu poslednich patnacti let prokazaly, Ze selektivni eliminace senescentnich
bun¢k (tzv. ,senolyza*) prodluzuje dobu, po kterou organismus zije bez chronickych
onemocnéni zpusobenych starnutim [3]. Tato zjiSténi spolecné s konkrétnimi dikazy
zdiraznujicimi  pfinos rozruSeni FOXO4:p53 komplexu pro selektivni odstranéni
senescentnich bun¢k ucinila z této interakce slibny terapeuticky cil pro 1écbu celé tady
onemocnéni, jejichz hlavnim rizikovym faktorem je pokrocily vék (angl. termin ,,age-related
diseases) [102]. V této souvislosti je proto velmi zddouci zkoumat potencidlni strategie
inhibice komplexu FOXO4:p53, at’ uz prostrednictvim specifickych inhibitorti, nebo skrze
regulaci jejich pridruzenych signélnich drah.

Oba proteiny sestavaji z n€kolika domén a vnitin€ neuspofadanych segmentd, pficemz
vazebné rozhrani jejich komplexu zahrnuje komplexni vzorec kontakti mezi riznymi oblastmi
obou proteint [84], [112]. Aktivita FOXO4 1 p53 je ptisné regulovana prostifednictvim ¢etnych
posttranslaénich modifikaci, jako je fosforylace, acetylace, ubikvitinace, metylace
a glykosylace. Ackoli jednotlivé modifikace obou proteint jsou pfedmétem dikladnych studii,
a je znamo, ze ovliviiuji jejich stabilitu, lokalizaci, transkripéni aktivitu a interakce s jinymi
proteiny, tak uloha téchto modifikaci v jejich vzijemné interakci a udrzovani senescence
je znacné€ neprobadana [84], [15].

Jednou z kli¢ovych posttransla¢nich modifikaci FOXO4 je fosforylace zprostiedkovana
proteinkinasou AKT. Signélni draha PI3K/AKT hraje zasadni roli v regulaci bunééného preZiti,
ristu a metabolismu, pfi¢emz jeji aktivace vede k fosforylaci FOXO proteinti [113]. Tato
fosforylace obvykle vede k 14-3-3 zprostiedkovanému exportu FOXO proteinti do cytoplasmy
PI3K/AKT do bunééné senescence. Predchozi studie ukazaly, ze AKT indukuje senescenci
lidskych bun¢k prosttednictvim aktivace mTORCI1 signalni drahy a zvySeni bunécné
koncentrace proteint p53 a p21 1 v nepfitomnosti poSkozeni buné¢né DNA [114], [115]. Dalsi
studie ukazala, ze aktivni PI3K/AKT/mTOR signalizace vede ke zvySeni zanétu vyvolaného
senescenci [116]. Naproti tomu, studie na koznich bunkach naznacila, ze aktivace PI3K/AKT
signalni drahy senescenci blokuje a indukuje tak obnovu tkané€ [117]. Tato studie take zjistila,

7e soucasti tohoto procesu je sniZeni transkripéni aktivity FOXO3. Jina studie zase uvadi,
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ze abnormalni aktivace PI3K/AKT signalni drahy muze pfispivat k udrzovani senescence
prostiednictvim zvySené produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) [118], coz muze byt
castecn¢ disledkem inhibice exprese cilovych gentt FOXO (napf. antioxidativnich enzymi
superoxid dismutasy a katalasy) [119]. Je vSak znamo, Ze oxidacni stres aktivuje FOXO4
prostiednictvim fosforylace proteinkinasou JNK, ktera neni konzervovana mezi ostatnimi
¢leny FOXO, coz by mohlo vést k odlisnym aktivacnim staviim FOXO04 ve srovnani s FOXO1
a FOXO3 [15]. To je v souladu se zjisténim, ze hladina FOXO4 je v senescentnich buitkach
lidskych fibroblastii zvySena, zatimco hladina ostatnich FOXO proteint se vyrazn¢ nemeéni.
Proteinkinasa JNK rovnéz fosforyluje a aktivuje p53 [97], a lze tak spekulovat, ze signalizace
zprostiedkovana JNK by se proto mohla podilet na p53:FOXO4 udrzované senescenci.
V dalsich studiich by proto bylo vhodné charakterizovat vliv fosforylace FOXO4 a fosforylace
p53 proteinkinasou JNK na stabilitu komplexu p53:FOXO04. Kazdopadné je pravdépodobné,
ze fosforylace FOXO proteinti proteinkinasou AKT a naslednd interakce s proteiny 14-3-3
je soucdsti mechanismu udrzovani senescence. Nicméné presné urceni utlohy PI3K/AKT
signalni drahy a interakce mezi FOXO a 14-3-3 v regulaci senescence bude vyzadovat dalsi
studie.

Za ucelem charakterizace vlivu fosforylace FOXO4 proteinkinasou AKT a nasledné
vazby 14-3-3 proteinu na stabilitu komplexu FOXO4:p53 byly exprimovany a purifikovany
lidské proteiny FOXO4, p53 a 14-3-3¢ (konstrukty FOXO04(15-217), p53(1-312), p53(1-393)
a 14-3-3{(1-245)). Studované proteiny byly piipraveny pomoci série chromatografickych
metod vcetn€ niklové chelatacni chromatografie nebo GST-afinitni chromatografie,
heparinové afinitni chromatografie, iontové vyménné chromatografie a gelové permeacni
chromatografie. Pfipravu FOX04(15-217) komplikovala C-koncova proteolytickd degradace,
ktera nevyhnuteln¢ snizovala vytézek purifikace proteinu. Nicméné frakce obsahujici vyssi
podil FOXO04(15-217)AC nebyly pouzity pro ndsledné interakcni studie. Typicky vytéZek
tohoto konstruktu ¢inil 0,5 mg na 1 1 bakterialni kultury. FOX04(15-217) byl po purifikaci
fosforylovan proteinkinasou AKT in vitro. Kvantitativni pribeh fosforylacni reakce byl ovéren
hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci a funk¢nost ptipraveného proteinu byla
testovdna pomoci nativni PAGE. Nativni elektroforéza potvrdila tvorbu komplexu
FOXO04:(14-3-38)> podminénou fosforylaci FOXO4 na residuich T32 a S197. Hmotnostni
spektrometrie potvrdila Gplnost fosforylace na obou residuich a dale pomohla charakterizovat
a kvantifikovat FOXO4(15-217)AC. Priestoze se u purifikovaného FOXO4 proteinu
vyskytovala minoritni frakce FOXO4(15-217)AC, ktera sice nartsta pii provadéni naslednych
krokt (pfed fosforylaci 6 % FOXO4, po fosforylaci 10 %), tak by jeji pfitomnost neméla
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vyrazn¢ ovlivnit interak¢ni studie pomoci SV AUC, protoze analyza distribuce sedimentac¢nich
koeficientli c¢(s) se relativné dobie dokaze vyporadat s polydisperzitou vzorku [106].
Teoreticky vSak disledkem mikroheterogenit vzorku dochazi k vyrazngjSimu rozmyti
sedimentacniho rozhrani, protoze se sedimentujici castice (napt. FOXO04(15-217)
a FOXO04(15-217)AC) budou v detailech lisit napft. co se tyce tvaru a velikosti, budou se proto
lisit 1 v sedimentacnich rychlostech, coz se také muze projevit rozSitenim piku ve vysledné
c(s) distribuci.

Vytézky ptipravy konstruktd p53(1-393) a p53(1-312) se vyrazné lisily. Zatimco
vytézek p53(1-312) byl obvykle 1,1 mgna 1 1 bakterialni kultury, tak pro konstrukt p53(1-393)
byl vytézek pouhych 0,3 mg na 1 1 bakterialni kultury a piiprava tohoto konstruktu nebyla
snadnd, zejména kvuli jeho nestabilité¢ v roztoku, ale také vzhledem k poctu purifikanich
kroki. S konstruktem p53(1-393) se nepodafilo ziskat data metodou SV AUC, pfi analyze c(s)
byla patrna pfitomnost agregatii.

Prvnim cilem interakénich studii bylo charakterizovat vliv fosforylace FOXO4
na stabilitu jeho komplexu s p53. Adice objemné zaporné nabité fosfatové skupiny PO4>” miize
v proteinu vyvolat konforma¢ni zmény, které poodhaluji nebo maskuji interakéni povrch
sjinymi proteiny, a tim stabilizovat/destabilizovat tvorbu jejich komplexu. Ddle,
prostiednictvim alosterického efektu mutze také dochazet ke konformacnim zménam
na vzdalenych oblastech proteinu [28]. Fosforylované aminokyselinové zbytky také Casto tvori
novd vazebna mista nebo naruSuji ty stavajici prostfednictvim elektrostatické interakce
(tvorbou solnych miustki, které mohou byt jak stabilizujici, tak destabilizujici v zavislosti
na geometrické orientaci nabitych skupin) [120]. Fosforylace miiZze také mit i nepfimy vliv
na tvorbu urcitého komplex, a to tak, ze zptisobi pfednostni vazbu jednoho vazebného partnera
pted druhym, a in vivo dale tak, Ze ovlivni vnitrobunécnou lokalizaci proteinu, ¢imz efektivné
pozmeéni jeho interakéni partnery [121].

Na zédklad¢ série méfeni SV AUC smésnych vzorkii p53 s FOXO4-2P byla
konstruovana vazebna isoterma vazenych sedimentacnich koeficientli sw pro komplex
FOXO04-2P:p53 a stanovena disociacni konstanta tohoto komplexu Kg = 89 + 9 pM.
Porovnanim s hodnotou disocia¢ni konstanty pro komplex nefosforylovaného FOX04 s p53
v literatufe (Kq ~ 100 uM) [84], ziskané stejnou metodou, za stejnych podminek méteni a se
stejnymi konstrukty, Ize ucinit zavér, ze fosforylace na residuich T32 a S197 nema vliv na
stabilitu komplexu FOXO04:p53. Nésledné byla méfenim SV AUC smésnych vzorkl proteini
FOXO04-2P, p53 a 14-3-3( charakterizovana vazba 14-3-3 proteinli na fosforylovany FOXO4.

Vysledky méfeni ukazuji, ze vazba dimerniho proteinu 14-3-3 na fosforylovany FOXO4 brani
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vzniku komplexu FOXO4:p53, pravdépodobné diky blokaci vazebného povrchu pro p53.
Zaverem tak lze konstatovat, ze fosforylace T32 a S197 sice nema vliv na stabilitu komplexu
FOXO04:p53, ale jeji efekt spociva v tom, ze FOXO4 piednostné vaze proteiny 14-3-3 pred
proteinem p53, ¢imZ je ucinné presmérovana jeho interakeni cesta a in vivo také vnitrobunééna
lokalizace. Na zéaklad¢ téchto vysledkl vSak nelze tvrdit, Ze fosforylace FOXO proteinkinasou
AKT a nésledny export FOXO proteinti do cytoplasmy pfedstavuje nevratnou inhibici jejich
transkripcni aktivity, protoze vazba 14-3-3 proteinti na FOXO muze byt zvracena fosforylaci
14-3-3C proteinkinasou JNK na S184 [122], coz vyvolava dalsi otazky ohledné piesné tlohy
proteinkinas JNK a AKT v regulaci senescence udrzované interakci FOXO04:p53 proteind,

jejichz zodpovézeni bude vyzadovat dalsi studie.
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8 Zavér

1. Proteiny FOXO4(15-217), p53(1-312) a p53(1-393) byly exprimovany a purifikovany
v dostacujicim mg mnozstvi a Cistoté pro nasledné experimenty provedené v této praci.

2. Protein FOX0O4(15-217) byl kvantitativné fosforylovan pomoci proteinkinasy AKT.

3. Byla ovéfena tvorba komplexu FOXO04-2P s dimernim 14-3-3 proteinem pomoci nativni

elektroforézy a SV AUC, stejné tak jako tvorba komplexu FOXO04-2P s p53 pomoci SV AUC.

4. Pomoci SV AUC bylo ukazano, ze fosforylace FOXO4(15-217) na residuich T32 a S197

neovlivituje vazebnou afinitu k p53(1-312).

5. Pomoci SV AUC bylo ukéazano, ze vazba dimerniho proteinu 14-3-3 na FOXO4-2P
znemoznuje tvorbu komplexu FOXO4:p53.
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10 P¥ilohy

10.1 Tabulky se sloZenim pouzitych roztoki a pufri

Tabulka 10.1: SloZeni LB média, 11

Chemikalie ‘ Odmérené mnoZstvi
trypton 10,0 g
NaCl 10,0 g
kvasinkovy extrakt 5,08

Tabulka 10.2: SloZeni lyza¢niho pufru pro FOXO4 protein (pH = 7,4)

Chemikalie ‘ Vysledna koncentrace
10xPBS (slozeni viz Tabulka 10.3) 2xPBS
DTT 10 mmol dm
EDTA 1 mmol dm™

Tabulka 10.3: SloZeni 10x koncentrovaného PBS pufru (pH=74), 11

Chemikalie Odmérené mnozstvi
NacCl 80,0 g
KCl1 2,0¢g
KH>PO4 24¢
NaHPO4 2H,0 144 ¢
NaNj; 04¢g

Tabulka 10.4: SloZeni pufru pro GST-afinitni chromatografii (pH = 8,0)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCl 20 mmol dm™
NaCl 0,5 mol dm?
EDTA 1 mmol dm?
DTT 10 mmol dm™
glycerol 10% (w/v)

Tabulka 10.5: SloZeni 1. dialyza¢niho pufru pro FOXO4 protein (pH = 7,5)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 100 mmol dm™
EDTA 1 mmol dm™
DTT 1 mmol dm™
glycerol 10 % (w/v)
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Tabulka 10.6: SloZeni 2. dialyza¢niho pufru pro FOXO04 protein (pH = 6,3)

Chemikalie

Vysledna koncentrace

kyselina citronova/citrat sodny

EDTA
DTT

50 mmol dm?
1 mmol dm?
2 mmol dm™

Tabulka 10.7: SloZeni pufri E a F pro kationtové vyménnou chromatografii (pH = 6,3)

Pufr E Pufr F

Vysledna Vysledna
Chemikalie koncentrace | Chemikalie koncentrace
kyselina citronové/citrat 50 mmol dm | kyselina citronova/citrat 50 mmol dm™
sodny sodny
EDTA 1 mmol dm* | EDTA 1 mmol dm™
DTT 2 mmol dm™ | DTT 2 mmol dm™
NaCl — | NaCl 1 mol dm™

Tabulka 10.8: SloZeni pufru pro Gelovou permeac¢ni chromatografii FOX0O4 proteinu

(pH =17,5)
Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 100 mmol dm™
EDTA 1 mmol dm™
DTT 2 mmol dm™
glycerol 10 % (w/v)

Tabulka 10.9: SloZeni lyza¢niho pufru pro p53(1-312) protein (pH = 7,4)

Chemikalie

Vysledna koncentrace

10xPBS (slozeni viz Tabulka 10.3)

NaCl
2-merkaptoethanol
imidazol

1xPBS

1 mol dm?

4 mmol dm™
2 mmol dm™

Tabulka 10.10: SloZeni lyza¢niho pufru pro p53(1-393) protein (pH = 8,0)

Chemikalie ‘ Vysledna koncentrace
Tris-HCl 40 mmol dm™
NaCl 1 mol dm™
2-merkaptoethanol 4 mmol dm
imidazol 4 mmol dm

Tabulka 10.11: SloZeni 1. dialyza¢niho pufru pro p53(1-312) protein (pH = 7.,5)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 100 mmol dm’*
2-merkaptoethanol 2 mmol dm™
glycerol 10 % (w/v)
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Tabulka 10.12: SloZeni 1. dialyza¢niho pufru pro p53(1-393) protein (pH = 8,0)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 200 mmol dm™
2-merkaptoethanol 2 mmol dm™
glycerol 10 % (w/v)

Tabulka 10.13: SloZeni 2. dialyza¢niho pufru pro p53(1-312) a p53(1-393) proteiny (pH =

8,0)
Chemikalie ‘ Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 100 mmol dm™
2-merkaptoethanol 2 mmol dm™

Tabulka 10.14: SloZeni pufri pro niklovou chelata¢ni chromatografii pS3(1-312) proteinu
(pH =38,0)

Pufr E Pufr F
Chemikalie Vysledna koncentrace | Chemikalie Vysledna koncentrace
10xPBS (slozeni viz I1xPBS | 10xPBS (slozeni viz 1xPBS
Tabulka 10.3) Tabulka 10.3)
NaCl 0,5 mol dm™ | NaCl 0,5 mol dm?
2-merkaptoethanol 2 mmol dm | 2-merkaptoethanol 2 mmol dm?
imidazol 1 mmol dm™ | imidazol 0,5 mol dm?

Tabulka 10.15: SloZeni pufri pro niklovou chelata¢ni chromatografii p53(1-393) proteinu
(pH =38,0)

Pufr E Pufr F
Chemikalie Vysledna koncentrace | Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCl 40 mmol dm? | Tris-HCI 40 mmol dm?
NaCl 1 mol dm™ | NaCl 1 mol dm™
2-merkaptoethanol 2 mmol dm> | 2-merkaptoethanol 2 mmol dm?
imidazol 1 mmol dm™ | imidazol 0,6 mol dm™

Tabulka 10.16: SloZeni pufri pro aniontové vyménnou a heparin-afinitni chromatografii
(pH =38,0)

Pufr E Pufr F
Chemikalie Vysledna koncentrace | Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™ | Tris-HCI 20 mmol dm’
NaCl 0,1 mol dm? | NaCl 1 mol dm?
2-merkaptoethanol 2 mmol dm™ | 2-merkaptoethanol 2 mmol dm’*
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Tabulka 10.17: SloZeni pufri pro gelovou permeac¢ni chromatografii pro p53(1-312) a

p53(1-393) proteiny (pH =

7,5)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 20 mmol dm™
NaCl 150 mmol dm™
DTT 5 mmol dm™
glycerol 10 % (w/v)

Tabulka 10.18: SloZeni 12% a 15% polyakrylamidového separaé¢niho gelu

12% separacni gel 15% separacni gel

Chemikalie Odméiené mnoZzstvi | Chemikalie Odmérené mnoZstvi
Rotiphorese Gel 30 4,50 ml | Rotiphorese Gel 30 5,625 ml
pufr pro separacni gel pufr pro separacni gel

(viz tab. 10.20) 3,0 ml | (viz tab. 10.20) 3,0 ml
dH,O 3,75 ml | dH20 2,625 ml
TEMED 67,5 ul | TEMED 67,5 ul
10% (w/v) persulfat 7,5 pl | 10% (w/v) persulfat 7,5 ul
amonny amonny

Ptipravené mnozstvi polymeriza¢niho roztoku staci na piipravu dvou gelt.

Tabulka 10.19: SloZeni 4% polyakrylamidového zaostiovaciho gelu

Chemikalie Odméiené mnoZstvi
Rotiphorese Gel 30 0,5 ml
pufr pro zavadéci gel (viz tab. 10.20) 1,0 ml
dH.O 2,25 ml
TEMED 5ul
10% (w/v) persulfat amonny 45 ul

Pfipravené mnozstvi polymeriza¢niho roztoku staci na piipravu dvou geld.

Tabulka 10.20: SloZeni pufru pro pripravu zaostifovaciho a separa¢niho gelu
Pufr pro separacni gel

Pufr pro zaostf

ovaci gel

Chemikalie/zasobni Chemikalie/zasobni

roztok Odmérené mnozZstvi | roztok Odmérené mnozstvi
1 mol dm™ Tris-HCI 50 ml | 2 mol dm™ Tris-HCl 75 ml
(pH = 6.8) (pH = 8.8)

10% (w/v) SDS 4 ml | 10% (w/v) SDS 4 ml
dH,O 46 ml | dH,O 21 ml

Tabulka 10.21: SloZeni 5xSDS vzorkového pufru

Chemikalie/zasobni roztok

Odmérené mnozstvi

1 mol dm™ Tris-HCl (pH = 6,8)

50% (w/v) glycerol
10% (w/v) SDS
2-merkaptoethanol

1% (w/v) bromfenolova modt

dH.O
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1,0 ml
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Tabulka 10.22: SloZeni 10xkoncentrovaného pufru pro SDS elektroforézu

Chemikalie Odméiené mnozstvi
Tris 30g
glycin 144 g
SDS 10g

Chemikalie byly rozpustény v malém mnozstvi dH,O a doplnény deionizovanou vodou do 1 1.

Tabulka 10.23: SloZeni barviciho roztoku pro vizualizaci proteini po SDS-PAGE a
nativni PAGE.

Chemikalie ‘ Odméiené mnoZzstvi
CBB G-250 80 mg
35% HCl 3ml

Roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 1 1.

Tabulka 10.24: SloZeni 10xkoncentrovaného TBE pufru (pH = 8,3)

Chemikalie/zasobni roztok ‘ Odméiené mnoZstvi
Tris 540¢g
H;BO; 275¢
0,5 mol dm EDTA (pH = 8,0) 20,0 ml

Roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 500 ml.

Tabulka 10.25: SloZeni vzorkového pufru pro nativni elektroforézu (pH = 8,3)

Chemikalie/zasobni roztok ‘ Odméiené mnoZstvi
10xTBE 1 ml
bromfenolovd modf 10 mg
glycerol 3 ml

Roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 10 ml.

Tabulka 10.26: Dialyzaé¢ni pufr pro SV AUC experimenty (pH = 7,5)
Chemikalie T Vysledna koncentrace

Tris-HC1 20 mmol dm?
NaCl 150 mmol dm?
TCEP 1 mmol dm?

Tabulka 10.27: Dialyza¢ni pufr pro SAXS méreni (pH = 7,5)

Chemikalie Vysledna koncentrace
Tris-HCI 25 mmol dm™
NaCl 150 mmol dm™
EDTA 1 mmol dm™
TCEP 1 mmol dm™
glycerol 3 % (w/v)

&9



10.2 Sekvence proteinii

10.2.1 Sekvence proteinu FOX04(15-217)

SGIIDLDPDFEPQSRPRSCTWPLPRPEIANQPSEPPEVEPDLGEKVHTEGRSEPILLPSRLPEPAG
GPQPGILGAVTGPRKGGSRRNAWGNQSYAELISQAIESAPEKRLTLAQIYEWMVRTVPYFKD
KGDSNSSAGWKNSIRHNLSLHSKFIKVHNEATGKSSWWMLNPEGGKSGKAPRRRAASMDSS
SKLLRGRS KAPKKKPS

Pozlstatek GST afinitni kotvy po jejim odstépeni je zvyraznén zelen€.
Parametry proteinu byly ziskdny ze sekvence pomoci programu ProtParam dostupném z [104]:

FOX04(15-217): My, = 22 548,47 Da; 280 = 37 470 dm> mol! cm!; pI = 9,86

10.2.2 Sekvence proteini p53(1-312) a p53(1-393)

GH)MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGP
DEAPRMPEAAPPVAPAPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAKSVT
CTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHERCSD
SDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGG
MNRRPILTHTLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELPPGSTKRALP
NNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPGGSRAHSSHLKSK
KGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD

Pozlstatek histidinové afinitni kotvy v pfipadé p53(1-312), respektive flzni znacky
6xHis-GB1 v ptfipadé p53(1-393) po jejim odStépeni je zvyraznén zelené. U proteinu
p53(1-312) po Stépeni afinitni znacky zGstavaji na N-konci aminokyseliny GH, zatimco
u p53(1-393), ktery je exprimovan v bakteriich transformovanych jinym expresnim vektorem

(pHGT-2), po Stépeni fuzniho proteinu zlstava na N-konci pouze glycin.

Aminokyseliny, které p53(1-393) ma navic oproti p53(1-312) jsou zvyraznény modfe.
Parametry proteinl byly ziskény ze sekvence pomoci programu ProtParam dostupném z [104]:
p53(1-393): My, = 43 710,23 Da; 280 = 35 410 dm> mol! em’; pI = 6,35

p53(1-312): My, = 34 706,10 Da; e250 = 33 920 dm> mol™! cm™!; pI = 5,59

10.2.3 Sekvence proteinu 14-3-3(

GHMDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRS
SWRVVSSIEQKTEGAEKKQQMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQAESKVFYLK
MKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQAYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEIL
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NSPEKACSLAKTAFDEATAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTQGDEAEAGEGGE
N

Poztstatek histidinové afinitni kotvy po jejim odStépeni je zvyraznén zelen€.

Parametry proteinu byly ziskdny ze sekvence pomoci programu ProtParam dostupném z [104]:

14-3-3C: My, =27 939,30 Da; 280 = 27 390 dm> mol! em!; pl = 4,77
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