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Abstrakt

Bunky spolu komunikuji pomoci ptisobkl ovliviiyjicich aktivitu receptorit umisténych
nitrobuné¢né a nebo v buné¢énych (plazmatickych) membranach. Tyto receptory rozeznavaji
rozliéné ligandy a pfenosem informaci kontroluji nitrobunéénou signalizaci a tim ovliviiuji
energetickou homeostézu, rust buriky, jeji vyvoj, diferenciaci, migraci atd. VétSina takovych
receptort je dynamicky vyménovana mezi plazmatickou membranou a vniténimi
endosomalnimi kompartmenty pomoci exo- a endocytozy. Nejlépe prozkoumana je endocytoza
zprostiedkovana klathrinem.

V procesu endocyt6zy je zapojeno mnoho proteini a dulezita je souhra mezi nimi. Existuje
mnoho takzvanych adaptorovych proteind, které napomahaji spravnému vybéru ,,nakladu® —
molekul, které maji byt stazeny z povrchu dovniti buniky. Nékteré molekuly se uplatiiuji pii
zakiivovani membrany a nasledné tvorbé vacku nebo naopak mohou tvorbé vacku branit. Mezi
takové proteiny by se mohl fadit i protein ,,Src Homology 3-Domain Growth Factor Receptor-
Bound 2-Like (Endophilin) Interacting Protein 1¢“ (SGIP1), ktery ovliviiuje kanabinoidni
signalizaci pravdépodobné svym vlivem na endocytdzu kanabinoidnich receptort. SGIP1 byl
objeven pomérné nedavno pii hledani genti zapojenych do vzniku obezity. Prokdzana byla jeho
zvySena hladina v hypothalamu obéznich piskomilt a mysi s injikovanymi viralnimi ¢asticemi
kodujicimi SGIPL.

Cilem této préce je odhalit strukturu a funkci N-terminalni ,,membrane phospholipid-binding
domain“ (MP-domény) proteinu SGIP1. Jde o doménu, kterou se tento protein odlisuje od jemu
jinak velmi podobnych proteint ,,Fer/Cip4 homology domain only 1/2“ (FCHO1/2), o kterych
je znamo Ze se podili na tvorbé vackt v ranych stadiich endocytozy. U proteini FCHO1/2 je
ovsem intarekce s lipidickou membranou zajisténa tzv. ,,Bin/amphiphysin/Rvs“ (BAR)
doménou, ktera je u proteinu SGIP1 nahrazena MP-doménou. Ta je pravdépodobné velmi
dualezita pti vazbé proteinu SGIP1 do membrany a je tedy nejspis velmi dileZitym ¢lankem

v mechanismu endocytdzy, ve které je tento protein zapojen.

Klicova slova: endocytdza, internalizace receptortl, regulace synaptické signalizace



Abstract

The cells are communicating with each other using membrane-bound receptors. These
receptors can recognize various ligands. Signalling via receptors allows the cell to control
energy homeostasis, cell growth, differentiation, signalling and migration. Many of
membrane-bound receptors are dynamically exchanged between plasma membrane and internal
endosomal compartments by exo- and endocytosis. The most studied mechanism of
endocytosis is clathrin-mediated endocytosis.

There are many proteins involved in the sophisticated endocytic machinery. So called
adaptor proteins allow and/or facilitate proper selection of cargo, which should be internalized.
Some of them help to curve the membrane and form a vesicle, some of them may have opposite
effect. ,,Src Homology 3-Domain Growth Factor Receptor-Bound 2-Like (Endophilin)
Interacting Protein 1 (SGIP1) might fall in this category. This protein influences
endocannabinoid signalling probably via its effect on cannabinoid receptors endocytosis.
SGIP1 was recently identified as a gene involved in regulation of energy metabolism with
overexpression leading to obesity.

The aim of this work is structural and functional analysis of SGIP1 membrane
phospholipid-binding domain (MP-domain). This domain shares no sequence homology with
any of known proteins. In this domain SGIP1 differs from ,,Fer/Cip4 homology domain only
1/2 (FCHO1/2) proteins, which are otherwise highly homologous to SGIP1. MP-domain is
important for binding SGIP1 to membrane. Therefore it could be a very important component
of endocytosis provided by SGIP1. (In Czech)

Key words: endocytosis, receptor internalization, synaptic signalling regulation
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1 Uvod

1.1 Obezita

Obezita je jednim z hlavnich zdravotnich problémi lidstva tohoto stoleti. Za posledni dobu
dramaticky stoupl poet obéznich lidi*. Dle Svétové Zdravotnické Organizace (,, World Health
Organization®) je na svété vice nez 1 miliarda dospélych s nadvahou?. Tato epidemie se
vztahuje ke zménam v Zivotnim stylu — stravovaci navyky se posunuji ve sméru vyssi
konzumace jidla s vysokym obsahem tuku a sacharidt a zaroven se velmi snizuje fyzicka
aktivita' *°. Obezita je tzce spojovana se zvysenymi riziky chronickych onemocnéni véetnd
kardiovaskularnich chorob, hypertenze a diabetu typu 2 (tzv. metabolicky syndrom)® .

Nadvaha a obezita vznikaji diky ukladani nadbyteénych kalorii ve form¢ télesného tuku
nasledkem dlouhodobg trvajici nerovnovahy mezi pfijmem potravy (konzumovanymi
kaloriemi) a vydejem energie® °. Soucasna véda vénuje velké Gsili studiu pfi&in této nemoci.

V posledni dobé byly objeveny nékteré mutace zptisobujici obezitu. Tyto bodové mutace
narusSujici hypothalamickou regulaci metabolismu mohou zplsobovat zavazné monogenni
formy obezity'®. Byly viak nalezeny jen u velmi malého procenta obéznich lidi a obezita jimi
zpusobena je pomérné vzacna'!. B&zna obezita je geneticky mnohem komplikovanéjsi. Zasadni
podstata této choroby jesté nebyla na molekularni Grovni objasnéna a jest¢ mnoho doposud
neidentifikovanych gent je pravdépodobné zapojeno do hypothalamické kontroly energetické
rovnovahy.

Piestoze k plnému propuknuti této choroby je zapotiebi dlouhodobého naruseni energetické
rovnovahy, existuje velmi Siroké individudlni variabilita v predispozicich pro zvySovani télesné
vahy. Nynéjsi epidemie obezity je tedy nejspise vysledkem souhry mezi multigenetickymi,

behavioralnimi a environmentalnimi faktory'* *2,

1.2 Kontrola prijmu potravy centralnim nervovym systémem

Pfijem potravy je vysoce regulovany u vSech zivocicht, ale mize byt ovlivnén fadou faktord
jako je individualni aktivita, rozlozeni piijmu energie v &ase, stres a podobné™. V diisledku

toho je denni piijem energie proménny a ne vzdy koreluje s vydejem energie. Dlouhodobé jsou
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vSak tyto nerovnosti mezi vydejem a pfijmem snizeny procesy zodpovidajicimi za udrzeni
energetické homeostazy.

Srovnavanim mysich mutaci s mutacemi lidskymi byly objeveny monogenni formy obezity
(viz vy3e)™ 8. Tyto monogenni formy jsou vzacné, ale pravée diky nim se prokézala jista
podobnost v organizaci systému regulujicim hmotnost u studovanych savci. Vznikly tak i nové
cile pro 1écbu obezity.

Znamo je n€kolik signalnich molekul, které ovliviiuji ptijem potravy a jsou tedy dilezité pro
energetickou rovnovahu v téle. Energeticka rovnovaha je udrzovana napiiklad pomoci signalti
vznikajicich béhem jidla'. Mezi tyto signaly patti peptidy uvoliiované z gastrointestinalniho
traktu, které poskytuji mozku informace vedouci k potla¢eni nebo ukonéeni ptijmu potravy.

Prvnim hormonélnim signalem, ktery byl spojen s kontrolou télesné vahy centralnim
nervovym systémem, je insulin®. Jde o pankreaticky hormon, ktery vstupuje do krevniho
fe¢isté a do mozku, kde potlacuje ptijem energie. Jednim z dal§ich hormont ovliviiujicich
piijem potravy je leptin uvoliiovany z adipocytd®. Mutace v genu pro leptin zpisobuje
piejidani a naslednou obezitu u mysich modeli obezity®’.

Mozek shromazd'uje veskeré signdly pochézejici z perifernich organt a fidi dle nich dalsi
metabolické funkce. Hlavnim centrem pro regulaci energetické rovnovahy v mozku je
hypothalamus. Zpracovava mnoho signalt z perifernich systému a vydava pokyny pro zmény

1.2 Jako vysledek ziistava hmotnost vétsiny lidi po velkou

Vv energetickém vydeji a pfijmu
dobu jejich Zivota relativng stala®.

Urceni hypothalamu jako hlavniho centra regulace energetického ptijmu a vydeje vedlo
k tomu, Ze kli¢ové molekuly zapojené v kontrole pfijmu potravy jsou hledany pravé v této ¢asti

mozku.

1.3 ,,Src Homology 3-Domain Growth Factor Receptor-Bound 2-Like
(Endophilin) Interacting Protein 1* (SGIP1)

Pro hledani novych gent dualezitych pro vyvoj obezity byl pouZit polygenni zvifeci model
obezity, insulinové rezistence a diabetu typu 2 piskomil tlusty (Psammomys obesus)>. Piskomil
tlusty (nazyvany také jako Izraelska poustni mys) zije pfirozené v poustnich oblastech
sttedniho vychodu, kde se zivi pfevazné nepfili§ vyzivnou lebedou z ¢eledi laskavcovitych

a zGstava §tihly a s ideaIni hladinou glukosy v krvi?*. Pokud je ovSem tento piskomil krmen
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ad libitum stravou, ktera je bézna pro jiné hlodavce, vyviji se u n¢j spontann¢ metabolicky
fenotyp, ktery odrazi celou skalu syndromti pozorovanych pied rozvinutim obezity a diabetu
typu 2 u pacientﬁ25.

Poznatky o roli hypothalamu v regulaci pfijmu potravy a vyhodnoceni piskomila tlustého
jako vhodného modelu obezity vedly ke kli¢ovému experimentu. Porovnanim exprese
hypothalamické mRNA u obézniho piskomila tlustého a piskomila s normalni télesnou
hmotnosti se zjistilo, Ze jeden transkript MRNA je vyrazné vice exprimovan u obéznich
jedinct®. Tomuto transkriptu odpovida do té doby nepopsany protein SGIP1.Zvysena exprese
proteinu SGIP1 byla sledovana i u dalsich modeli obezity a diabetu typu 22°. Takovymto
modelem je i mys ,,lethal yellow agouti, u které se vyviji obezita a diabetes typu 2 diky mutaci
zpusobujici nadmérnou ektopickou expresi proteinu ,,agouti“. Hladina mRNA kodujici protein
SGIP1 je u téchto zvifat krmenych ad libitum zvySena. ZvySena hypothalamicka exprese genu
pro SGIP1 je tedy spolecnym znakem v nékolika odlisnych modelech obezity u hlodavct.

Dle poslednich vyzkumi se mMRNA kddujici protein SGIP1 vyskytuje téméf vyhradné
v mozku®®. Takova lokalizace poukazuje na to, Ze jde o protein regulaéni. V rdmci mozku se
SGIP1 vyskytuje difuzné.

Endogenni protein SGIP1 je fyziologickym stimulem pro piijem p0travy23. To potvrzuje
i fakt, Ze sniZeni hladiny hypothalamické mRNA pro SGIP1 u piskomila tlustého vede
ke snizenému piijmu potravy a naslednému poklesu télesné vahy. Podobné vysledky byly
ziskany také u potkant, nejde tedy o jev typicky jen pro piskomily. Hladina mRNA pro SGIP1
je zvysena také u hladové&jicich potkand. Fyziologickou roli proteinu SGIP1 je podpora
pozitivni energetické bilance a pfibyvani na vaze v neuronalnich systémech hypothalamu.

Lidsky protein SGIP1 ¢itajici 828 AMK je z 94% totozny se svym ortologem z piskomila
tlustého (827 AMK)*. U mysi ma tento protein 806 AMK. Nalezena byla i jeho delsi
sestithova varianta tvofena 854 AMK, ktera je oznacovana jako SGIP1a*®.

| v kvasinkach byl nalezen protein odpovidajici proteinu SGIP1%’. Jde o protein Syplp, ktery
ma velmi podobné rozlozeni domén jako protein SGIP1 nebo ,,Fer/Cip4 homology domain only
protein 1/2* (FCHO1/2), a ma ziejmé¢ stejnou funkci jako tyto proteiny v mnohobunéénych
zivocisich. Jde o proteiny zapojené do mechanismu endocyt6zy zprostiedkované klathrinem.

Protein Syplp interaguje s dalsim kvasinkovym endocytickym proteinem Edelp, coz je
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homolog proteinu ,,epidermal growth factor pathway substrate 15 (Eps15, interakéni partner
proteinu SGIP1).

MP-doména Doména bohata na prolin
1 97 854

Obr. 1 Piedpokladané doménové rozloZeni delsi sestithové varianty proteinu SGIP1la (Mus musculus). Prvnich
97 AMK tvori MP-doménu. Stiedni cast s vysokym poctem prolinii je oznacovana jako doména bohata na prolin

(Polyprolinova doména). Lidsky SGIP1 ma celkem 854 AMK. Upraveno dle®®.

Rozlozeni jednotlivych domén proteinu SGIP1a je znazornéno na obr. 1. Protein SGIP1 je
charakteristicky pom&rné& vysokou etnosti prolint (13%)%. Proliny jsou soustiedény
predevsim ve stiedni ¢asti proteinu. Tato doména bohatéd na proliny obsahuje velké mnozstvi
potencionalnich vazebnych mist pro domény ,,src homology region 3* (SH3) a WW-domeény
a poskytuje tak moznost protein-proteinovych interakci. Polyprolinova doména se podili i na

123

interakci proteinu SGIP1 s endofilinem-3 a 1°°. Endofiliny jsou dulezitymi regulatory

endocytozy zprostiedkované klathrinem?®. Ugastni se recyklace synaptickych vacka® *

a internalizace receptori jako soucast velkého komplexu proteinti spolu se synaptoj aninem®" %,
amfifysinem® a dynaminem. Zpisob, jakym SGIP1 presné ovliviiuje energetickou homeostazu,
neni zatim zcela prostudovan, s velkou pravdépodobnosti ale SGIP1 ovliviiuje signalizaci
receptorii v nervovém systému svou interakci s endofiliny?® a ovlivnénim endocytozy

zprostiedkované klathrinem.

1.3.1 MP-doména proteinu SGIP1

Krom typické polyprolinové domény, zajimavé zejména z hlediska protein-proteinovych
interakci, ma SGIP1 jesté dalsi doménu — N-koncovou ,,membrane phospholipid-binding
domain‘“ (MP-domeénu). Kde piesné v sekvenci proteinu SGIP1 MP-doména kon¢i neni zatim
zndmo. Literatura se na toto téma ponékud rozchazi. Zatimco jeden ¢lanek uvadi, ze
MP-doména je dlouha 97 AMK?®, jiny zase popisuje MP-doménu s 239 AMK**.

MP-doména proteinu SGIP1 je zodpové&dna za vazbu membran a jejich tubulaci®®. Diky této

vlastnosti byla doména nazvana jako doména vazici fosfolipidy membran. Tato doména
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postrada jakoukoli sekven¢éni homologii s proteiny, které ndm jsou doposud znamy. Jisté
vlastnosti ma v§ak MP-doména podobné vlastnostem domén ,,.BIN (,,bridging
interactor“)/amphiphysin/Rvs (,,reduced viability upon starvation*)“ (BAR) a ,,Fer/Cip4
homology domain only-Bin/amphiphysin/Rvs* (F-BAR) proteinti FCHO1/2**°. Prvni z téchto
vlastnosti je, Ze ani jedna z téchto domén nevykazuje piilisnou specifitu ve vazb& derivatl
fosfoinositolu. Vazi se relativné nespecificky ke vSem negativné nabitym fosfolipidim. Dalsi
spolecnou vlastnosti téchto domén je oligomerizace“. Je prokézano, ze oligomerizace domén

35,3740 Doména BAR miize zakiivovat

BAR a EFC je dilezita pro tubulaci membran
membrany, aby se naslednd mohly tvorit endocytické vacky>® *°. MP-doména je taktéZ schopna
deformovat membrany a G&astnit se tak tvorby vacki béhem endocytozy?®. Trojrozmérné
struktury zastupci BAR a EFC domén jsou jiz znamy a je z nich také odvozovana jejich
funkce®® > *®, Struktura MP-domény viak jests znama neni.

Deformace membran nejspis ale nebude jedinou roli proteinu SGIP1 béhem endocytézy.
Dilezita bude i jeho interakce s dalsimi adaptorovymi proteiny (AP) endocytdzy

zprostiedkované klathrinem Eps15, komplexem AP-2 a dal$imi.

1.4 Endocytdza

Bunééné membrany jsou velmi dynamické Utvary, které se mohou ohybat, délit se nebo se
spojovat podle toho, jaky osud ¢eka bunku. Bunka vSak dokaZze upravovat také naptiklad
proteinové slozeni membran. Jednim nastrojem, ktery mize bunka vyuzit k remodelaci
membran, je endocytdza. Endocytdza, proces vyuzivany v§emi eukaryotnimi organismy, je
charakterizovana jako dgj, pti kterém jsou internalizovany (jinymi slovy stazeny) molekuly
z bun&¢ného povrehu do vnitrobundénych membranovych kompartmenti*. Endocytéza je
nezbytna pro existenci organismu, jelikoz je dulezita pro regulaci mnoha aktivit probihajicich
na bun&éné membrang **. M4 nespocet funkci, mezi které se fadi: regulace povrchové exprese
proteind jejich odstranénim z povrchu buiiky, pfivod zivin do buiiky, kontrola aktivace
signalnich drah, obnova proteinti na povrchu membrany, zména sloZzeni membranovych
proteini odesilanim jednotlivych slozek k degradaci v lysosomech a dalsi. Endocytdza vSak
neni vyuzivéana jen pro fyziologické procesy, ale diky ni se do bunék dostavaji i nékteré

bakterie a viry.
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Jejim hlavnim principem je vchlipeni membran a nasledna tvorba intracelularnich vagka®
MiiZe byt spusténa vazbou ligandu na receptory, ale muze také byt konstitutivni. Endocytovany
néklad je v burice dale tfidén do endosomti nebo odesilan zpét na bunéény povrch. Endocytoza
muze probihat tzv. klasickym zpusobem — zprostfedkovanim klathrinem, ale také dal§imi, méné

obvyklymi, zptisoby nezavislymi na klathrinu*®°,

1.4.1 Endocytéza zprostiredkovana klathrinem

Klathrinem zprostfedkovana endocyt6za umoznuje vstup nakladu do bunky pres
plazmatickou membranu ve form& vesikulu s klathrinovym obalem®. Vagky obalené
klathrinem se vyskytuji tém&F ve viech buiikéch od bun&k kvasinek po buiiky lidské*.
Endocytoza zprostiedkovana Klathrinem se ucastni nejen bézného vychytavani membran
a Zivin, ale také internalizace nékterych receptor, kanalii a transportéra. Je to zatim nejlépe
prostudovana endocyticka draha.

Klathrin se nevaze piimo ani na membranu ani na receptory nakladu, a proto jsou poticba
cytoplazmatické adaptorové proteiny a komplexy*. Vazba klathrinu na plazmatickou
membranu je zprostiedkovana adaptorovymi proteiny interagujicimi se specializovanymi
cytoplazmatickymi motivy transmembranovych proteind a s fosfolipidy (viz kapitola 1.4.2)*"
51,52

Tvorba klathrinového vesikulu ma nékolik stadii: iniciace, nukleace, propagace — tvorba
klathrinové sité, kompletace sit¢ a odSkrceni vacku, transport vacku dale do burky, odstranéni
klathrinového obalu z vacku® %, Cely tento cyklus probiha velmi rychle — do jedné minuty.
Iniciaéni faze endocytdzy zahrnuje tvorbu nuklea¢niho modulu s adaptorovymi proteiny,
ktery urcuje, v kterych mistech membrany se bude klathrin hromadit a kde se budou tvoftit
vesikuly. Samotnéa nukleace (iniciace tvorby obaleného vacku) je nejspi$ spusténa navazanim
adaptorového proteinu na membranu. Nuklea¢ni modul obsahuje proteiny FCHO1/2, Eps15
a intersticiny®. Deplece t&chto proteint inhibuje vznik klathrinovych vackid. Napiiklad domény
F-BAR proteint FCHO1/2 se vazi na zakiivenou membranu a jejich schopnost ohybat
membranu je dilezita pro tvorbu klathrinovych vacka.

Po vybéru nakladu a iniciaci tvorby prohlubné/vacku (,,pit*) zaénou polymerizovat
klathrinové triskelia diky antiparalelnim interakcim jednotlivych nozicek®®. Triskelia jsou

zakladnimi jednotkami klathrinové sit&®®. Kazdy triskelion je slozen ze tif t&Zkych fetézch
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klathrinu a tfi lehkych fetézct klathrinu. N-koncové domény tézkych fetézci (,,nozicky ) jsou
tvofeny pravoto&ivymi superhelixy, které tvori rohy klathrinové sit&>*. Polymerizujici triskelia
se skladaji do siti na cytoplazmatické strané membrany slozenych z péti- a Sestithelniki
tvofenych molekulami klathrinu.

Tvorbu Klathrinového obalu doprovazi rozsahla komplexni sit’ interakci, ktera kontroluje
a upravuje tvorbu klathrinové sit€. Na kazdé N-koncové doméné klathrinu je B-otacka, ktera se
vaze na peptidové motivy mezi jednotlivymi ,,lopatkami‘ dalSich B-otééek55. Cetné ,,lopatky*
B-otacek poskytuji misto pro rizné dalsi protein-proteinové interakce. Tim je umoznéna
potencidlni vazba mnoha riznych adaptorovych proteini, na kterych je zavisly vybér nakladu,

a proteint vaZicich membrany®®,

1.4.2 Adaptorove proteiny

Adaptorovym proteinem nazyvame takovou bilkovinu, ktera propojuje klathrinovou
strukturu (leseni) s komponenty membrany, coz mtzou byt fosfolipidy, transmembranové
proteiny (potenciélni naklad) nebo oboji najednou®. Adaptorovych proteinti je velky pocet
(nejméné 20 riznych proteinﬁ“), ktery tak odpovida rozmanitosti endocytovanych nakladi®.
Zprosttedkovavaji selektivni vchlipeni proteinli vazanych v membrané. Pii jejich vysoké
rozmanitosti si ale zachovavaji podobné strukturni rozloZeni — obsahuji kompaktni sloZzené
domény a dlouhé nestrukturované tiseky, kterymi se vazou na N-koncové domény klathrinu
a také na sebe navzajem®’. Takové protein-proteinové interakce velmi &asto zprostiedkovavaji
kratké linearni motivy, které interaguji se slozenymi doménami.

Hlavnimi adaptorovymi proteiny jsou AP-komplexy (AP1 a AP2)°2**, Jejich nézev pochézel
puvodné ze zkraceni slov ,,assembly polypeptides*, protoze podnécuji skladani purifikovanych
klathrinovych triskelii do kathrinovych plasta®’. Dnes se vsak zkratka AP popisujici tentyz
protein pouziva spise pro zkraceni slov ,,adaptor protein®, jelikoz AP-komplexy funguji jako
adaptory/spojky mezi membranou a klathrinem. Adaptorovy komplex AP-2 se sklada
z adaptinti a, B2, 62 a u2 a dopliuji ho dalsi adaptorové proteiny, které reguluji tvorbu vacku
a jeho proteinové sloZeni, jako je amfifysin, B-arrestin, epsin a Eps15* > %2 Tyto adaptorové
proteiny mohou také interagovat spolu navzajem a s dalsimi komponenty endocytozy
zprostfedkované klathrinem (napf. dynamin). Vazba adaptorovych proteini na membranu

zpusobuje jeji zakfiveni a naslednou tvorbu obaleného vacku (,,coated pit“)so. Tato vazba mize
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byt zprostiedkovana endocytickymi motivy na cytoplazmatickych koncich receptort nebo
vazbou na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, ktery je lipidem specifickym pro plazmatickou
membranu.

Adaptorové komplexy maji domény nazyvané ,,ears* nebo ,,appendages*. Pomoci flexibilni
spojky jsou tyto domény adaptorovych komplext pfipevnény k hlavnimu jadru
AP-komplexu®. Vyse uvedené domény vazi a sdruzuji proteiny potiebné k polymeraci
klathrinu a vchlipeni nascentniho vesikulu. Komplexy AP-2 vazou také epsinl, ktery je zapojen
v Fizeni ohybani membrany a napomahé pii spusténi polymerace klathrinu®. Proteiny
interagujici s doménami ,,appendage* maji kratké peptidové motivy postradajici sekundarni
strukturu (tzv. ,,motif domains*), kterymi je zprostiedkovana zminéna protein-proteinova
interakce. Tyto vazebné motivy se vyskytuji hned v n¢kolika kopiich. Nestrukturovana povaha
motiva velmi zvySuje pravdépodobnost nalezeni interakéniho partnera. Mnohocetné kopie
vazebnych motivl adaptorovych proteinti a jejich nizka afinita naznacuji, ze vazebni partneti se
vazi snaze k adaptorovym komplextim, kdyz jsou koncentrovany polymerizaci klathrinu. Tvofii
se tak velmi komplexni sit’ proteind spojenych slabymi protein-proteinovymi interakcemi (viz
obr. 2, str. 19). Sila téchto interakci neni pfili§ velka (K4 = 1-100 uM) a polocas jejich Zivota je
relativné kratky (t12 = 1-10 s). Pokud neni klathrinova klec/sit’ sloZzena a adaptorové proteiny
jsou rozptyleny, tyto nizkoafinitni interakce se rozpadaji**.

Endocytdza tedy jisté neni jednoduchym dé&jem vyzadujicim pouze jeden efektorovy protein.
K vytvoreni vacku je potfeba mnoha proteind a protein-proteinovych interakci, které navic

musi probéhnout synchronizované ve velmi malém ¢asovém useku.
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Obr. 2 Zndzornéni protein-proteinovych interakci p¥i tvorbé vicku obaleného klathrinem. Tvorbu klathrinového
vacku iniciuji malé shluky proteinii FCHO1/2. Priblizné ve stejnou dobu se pridavaji proteiny epsi5 a intersektin.
Po navazani Dab2, AP-2 a klathrinu se zacind tvorit vacek. Vacek je nasledné vehlipen dovniti- buiiky a odskrcen
jako vesikul obaleny klathrinem. Béhem jedné minuty je cely proces od iniciace az uvolnéni odskrceného vacku

kompletni. Upraveno dle®.

Nekteré z proteini asociovanych s klathrinem mohou ménit tvar membrany anebo slouzi
jako senzory zak¥ivéni membran ®®. Hraji tak spole¢né s dynaminem podstatnou roli pi
stabilizaci a dalS§im vchlipovani membran a oddé€leni vesikulu obaleného
klathrinem®. Zakiiveni miize byt zptisobeno tvorbou asymetrii mezi dvéma vrstvami
membrany, které jsou ovlivnény proteinovymi adaptory vazicimi se ptimo nebo nepiimo na
membranu. Nekteré z nich piimo interaguji s derivaty fosfatidylinositolu v membrané svymi
doménami vazajicimi fosfolipidy. Takovou doménou je napiiklad u amfifysinu doména BAR®.
Zmény tvaru membrany mohou zptisobovat také cytoskeletarni elementy.

Mechanismy deformace membran jsou rizné. Jisté endocytické proteiny maji amfipatické
helixy, které ¢astecné pronikaji do cytosolarni vrstvy membrany a zpusobuji tak asymetrii. Jiné
maji zakiivenou doménu vazici lipidy jako je tfeba doména BAR, ktera tvofi konkavni

pozitivné nabité homo nebo heterodimery vazici se na negativné nabity povrch membrany,
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ktery je nucen kopirovat tvar teto domény. Dalsi proteiny zptsobuji zmény ve tvaru membrany
nepiimo pisobenim na aktinova vlakna.
Dilezité jsou také proteiny, které dokazi ,,vycitit™ zakfiveni membrany (tzv. ,,membrane

curvature sensing proteins*)®®

. Takoveé proteiny se vazi mnohem efektivnéji k membrané, ktera
je alesponi ¢astecné deformovana. Zaktivovani membran a ,,vyciténi zakfivenych membran je
velmi t&7ké od sebe odd&lovat®’. Malé deformace zpisobené jednim proteinem vyvolaji vazbu
dal$ich takovych proteinti a vytvofi se tak pozitivné zpétnovazebny cyklus, kterym je vyvolana
rozsahlejsi zména tvaru membrany membrany.

Interakce adaptorovych proteini s membranami se da pozorovat také in vitro. Nékteré
adaptorové proteiny (napf. epsin a amfifysin) se in vitro pfimo vazi na liposomy a deformuji je

v tubu|y35, 36, 52, 59.

1.4.2.1 Adaptorové proteiny s domenou BAR

Tyto proteiny majici ve své struktufe doménu BAR spadaji do tfidy cytosolarnich proteini
se schopnosti deformovat membrany. Mohou zakiivovat membrany de novo, stabilizovat tvary
vytvofené jinymi silami nebo detekovat zaktiveni a dopravovat cytosolarni faktory k mistim,
kde m& membrana definovany tvar®’. Jejich dalsi doména — SH3 zajist'uje interakce s dal$imi
proteiny, predev§im s dynaminem a synaptojaninem®’.

Doména BAR je N-koncova doména bohat4 na o-helixy®®. Jde o doménu, které je
konzervovana od kvasinek po savce. Je soucasti proteinu amfifysinu u obratlovct
a kvasinkového proteinu ,.reduced viability upon starvation 167/167¢ (Rvs161/167 )%°.
Struktura dimerni BAR domény amfifysinu byla vyiesena jiz v roce 2004 (viz obr. 3, str. 21)*,
Doména BAR ma tvar bananu s pozitivné nabitym konkavnim povrchem. Kazdy monomer ma
strukturu supersroubovice (,,coiled-coil®) slozené ze zalomenych a-Sroubovic. Zakiiveni celého
dimeru je zpisobeno ¢aste¢né diky zpasobu, jakym se monomery protinaji a ¢asteéné diky
ohybu ve Sroubovicich 2 a 3. Rozhrani mezi monomery je velmi hydrofobni. Pozitivné nabity
povrch se tcastni interakce s fosfolipidy plazmatické membrany. Predpokladanym
mechanismem, kterym doména BAR méni tvar membran je pfima interakce s membranou

a protein-proteinové interakce v ramci dimeru.
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Obr. 3 Struktura domény BAR proteinu amfifysinu z Drosophily. A- stuzkovy model antiparalelniho
homodimeru. Jednotlivé monomery jsou znaceny zelené a fialové. Vyznaceny jsou aminokyseliny diilezité pro
tvorbu pozitivné nabitého povrchu. B- Model povrchového elektrostatického potenciélu (¢ervend -10 kTe, modréa
+10 kTe). Upraveno dle®.

Amfifysiny jsou proteiny, které se hojné nalézaji v savéim mozku a ucastni se endocytdzy
synaptickych vacka®. Vazi klathrin, komplex adaptorovych proteint 2, dynamin
a synaptojanin. Jedinym konzervovanym prvkem amfifysint je pravé doména BAR.

Doménu BAR maji ve své struktue také proteiny z rodiny FCHO1/27. Je pro n& typicka
doména F-BAR. Domény BAR a F-BAR obecné stabilizuji nebo indukuji tvorbu zakfiveni
membran. Na rozdil od BAR domén, které preferuji vysoce zakiivené membrany, domény
F-BAR obvykle stabilizuji membranové struktury s v&t§im pramérem®” ™ 72,

Kromé& N-terminalnich domén jsou proteiny FCHO1/2 a SGIP1a vysoce homologni .
FCHO1/2 obsahuji F-BAR doménu vazici lipidy, zatimco N-terminalni sekvence SGIPla tvoii
tzv. MP-doménu, jejiz struktura neni znama. Tato doména vaze predevsim fosfatidylserin
a derivaty fosfatidylinositolu a deformuje membrany a liposomy do tvaru tzkych tubula.

Proteiny FCHO1/2 se Gi¢astni mnoha procesu, které jsou zavislé na zaktiveni membran. Podili

se na tvorb¢ organel, membranovém transportu, bunééném déleni a bunécné migraci67. Krom
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N-koncové domény vazici fosfolipidy maji tyto proteiny také doménu SH3, kterd je tak
zapojuje do sloziteho komplexu protein-proteinovych interakci. Doménu F-BAR ma také dalsi
rodina eukaryotnich proteinti — paksiny™.

Posledni ¢lenem superrodiny BAR domén je doména ,,IRSp53-MIM (missing in metastases)
homology domain® (IMD) nazjvana také jako inverzni BAR-doména (I-BAR)">7". Struktura
této domény je velmi podobna struktufe klasickych domén BAR. Doména I-BAR taktéz tvori
ti a-helixy, které ochotn& dimerizuji’®. Dimer ale nent tolik zahnuty jako dimer domén BAR.
Zajimavou vlastnosti proteinu s doménou I-BAR — IRSp53 (insulin receptor substrate p53) je
to, Ze ektopicka exprese tohoto proteinu v bunice vede k tvorbé filopodii. Zatimco domény BAR
zpusobuji tvorbu membranovych vchlipenin, domény I-BAR pracuji zcela opacné a indukuji
tvorbu vychlipenin.

Spole¢nym znakem vSech rodin domén BAR je jejich dimerizace v pozitivné nabité dimerni
utvary. Proteiny obsahujici domény BAR a F-BAR jsou kddovany v klastrech eukaryotického
genomu™®. Zatim neni znam funk&ni vyznam takové komplexity. Studium molekulérnich
mechanismu funkce téchto proteini by mélo osvétlit jejich roli v membranovém transportu
a endocytoze.

Ackoliv MP-doména nesdili sekvenéni homologii s doménami BAR, je mozné, Ze jeji

struktura by se mohla podobat struktuie téchto domén, alespon co se tyka obsahu a-helixu.

1.5 VIiv endocytdzy na signalizaci

K udrZeni rychlé komunikace mezi neurony je zapotiebi na presynaptické membrané
recyklovat vacky, z nichz se uvoliuji neurotransmitery79. Synaptické vacky jsou zékladni
jednotkou rychlé komunikace mezi neurony. Vétsina synaptickych zakonceni v mozku
neobsahuje vice nez 100 az 200 téchto vacka, takze udrZzeni komunikace mezi neurony je
zévislé na jejich recyklaci z bun&&ného povrehu ihned po jejich vyliti® ®. Na nervovych
zakoncCenich se vyvinul vykonny endocyticky mechanismus, jakym Ize synaptické membrany
znovu zachytit a pipravit k op&tovnému pouziti®. Casovy priibéh endocytézy se lisi na
raznych synapsich a lisi se také v zavislosti na intenzité stimulace. Mechanismus, jakym
Kk obnové vacka dochazi, neni zatim zcela objasnén. Endocytoza probihajici v buitkach mimo
nervovy systém je pomérné detailné popsana. Endocyt6za v nervovych buikach je ale mnohem

rychlejsi a vice regulovana, nez ta bézna. Doposud jsou znamy tfi zékladni mechanismy
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internalizace vacku a proteinti: endocyt6za malych vackt obalenych klathrinem, recyklace
velkych ¢asti membran a rychlé zachyceni vacku, které plné nesplyvaji s membranou (tzv.
mechanismus ,,kiss-and-run‘). Ze v8ech tfi mechanismu je endocytdza zprosttedkovana
klathrinem nejlépe prozkoumana. Je to také mechanismus, ktery je kli¢ovy v recyklaci
synaptickych vackda.

Predpoklada se, Ze nékteré synaptické vacky by mohly vznikat piimo z vacki obalenych
klathrinem po rozpadu jejich obalu, ac¢koliv klasicky pohled na osud vacku je jeho splynuti
s rannym endosomem ihned po rozpadu obalu®. Vacky obalené klathrinem maji presné
definované molekularni slozeni, diky tomu, ze soucasti klathrinového obalu mohou slouZit jako

X 66

molekularni ,tfidi¢e*. Klathrinem obalené vacky na synapsi jsou také velmi podobné svou
velikosti synaptickym vackum. Tato vlastnost je velmi odli$na v ostatnich tkanich, kde se
klathrinem obalené vacky svou velikosti od sebe velmi lisi (tato odlisnost je patrna

i v neuronech mimo synaptické membrany).

Obecné principy jsou viak na synapsi stejné jako kdekoliv jinde®®. Nukleace je zahajena
interakci adaptorovych proteinti s lipidovou dvojvrstvou a tak dale. AvSak nékteré vlastnosti
jsou odlisné. Mezi nimi je to napiiklad velka specifita pro vybér nakladu a specifita v rychlosti
procesu. Pro takovou kontrolu musi existovat specialni mechanismy, o kterych je toho vSak
zndmo velmi malo. N¢které endocytické faktory se zde vyskytuji jako isoformy specifické
pro neurony. Takovym je naptiklad protein AP180, ktery je synaptickym homologem proteinu
,clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia“ (CALM). Mezi synaptické adaptoroveé
proteiny se fadi i proteiny FCHO1/2 s doménou F-BAR, proteiny ,,disabled (Drosophila)
Homolog 2 (Dab?2), ,,autosomal recessive hypercholesterolemia“ (ARH), B-arrestiny a také
nami studovany protein SGIP1. To vSe jsou proteiny s vlastnostmi endocytickych adaptor.

Je patrné, Ze endocytdza vSeobecné ovlivituje signalizaci. Dle vysledkl z nasi laboratote byl

jeji vliv prokazan pii endokanabinoidni signalizaci a to pravé pies protein SGIP1.

1.6 Endokanabinoidni signalizace

Endokanabinoidni systém je dilezity zejména pro modulaci bdélosti, poznavani,

imunosuprese™ pohybu a nasyceni®. Tento systém je mimo jiné zapojeny do neurogeneze

a tvorby synapsi®. Poruchy v endokanabinoidnim systému jsou spojovéany

84, 85

s neuropsychiatrickymi problémy jako jsou deprese a Uzkost a také s obezitou®.
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Endokanabinoidni systém je signalni kaskadou skladajici se z kanabinoidnich (CB)
receptortt CB1%, CB2%” a GPR55%, a také z enzymii ucastnicich se syntézy a degradace
endogennich ligandu téchto receptorﬁsz. Vsechny receptory patii do skupiny receptora
sprazenych s G-proteiny (GPCR). Receptory CB1 se ucastni udrzovani energetické homeostazy
v lidském téle. Receptory CB2 jsou nejspis dilezité pti imunitnich a zanétlivych reakcich
vzhledem k jejich detnému vyskytu v lymfocytech a makrofazich®”. Receptor CB1 je jednim
z nejhojngji se vyskytujicich GPCR v centralnim nervovém systému®. Vyskytuje se predeviim
v mozkov¢ kiife, hipokampu, bazélnich gangliich a mozecku. Periferné je exprimovan ve
varlatech, prostaté, srdci, plicich a kostni dfeni.

Jako endogenni ligandy tohoto receptoru byly indentifikovany dvé slou¢eniny odvozené od
fosfolipida s dlouhymi polynenasycenymi mastnymi kyselinami: N-arasidonoylethanolamin
(AEA, anandamid®) a 2-aragidonoylglycerol (2-AG). Tyto slouceniny se nazyvaji
endokanabinoidy a jsou syntetizovany diacylgylcerollipasami
a N-acyl-fosfatidylethanolaminfosfolipasou D. Za degradaci endokanabinoidi jsou zodpovédné
monoacylglycerollipasa a hydrolasa amidi mastnych kyselin. Diky témto metabolickym
draham je endokanabinoidni systém schopny vykonavat svou ¢innost s prostorovou a ¢asovou
specifitou.

Oba typy kanabinoidni receptort, CB1 i CB2, ptenaseji signal ptes G-proteiny rodiny G,
které maji v burice hned nékolik efektti véetné inhibice adenylatcyklasy a nékterych typt
nap&tim ovladanych vapnikovych kanala™ %, Dale aktivuji n&které draslikové kanaly
a mitogeny-aktivovanou proteinkinasu (MAPK). Vliv agonisti kanabinoidnich receptorti na tok
vapenatych iontl je ale také zavisly na daném bunécném typu a na typu receptoru.

Na rozdil od béZnych neurotransmiterd nejsou endokanabinoidy produkovany a ukladany
ve vesikulech, ale jsou syntetizovany dle potieby z lipidii postsynaptické membrany®,
Piedpoklada se, ze difunfuji synaptickou $térbinou a pisobi na receptory CB1 v presynaptické
membrané, kde inhibuji pfechodné nebo dlouhodobé vylev jak excita¢nich, tak inhibi¢nich
neurotransmiterd.

Aktivace receptorit CB1 inhibuje vylev neuropfenasect dvéma hlavnimi mechanismy>* .
V piipadé¢ kratkodobé plasticity, kdy jsou receptory aktivovany pouze na par sekund, jsou
pfimo inhibovany presynaptické vapnikové kanaly nejspiSe pomoci By podjednotek G-proteint

Pro dlouhodobou plasticitu je hlavnim mechanismem piisobeni inhibice adenylatcyklasy
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a potlaceni signalni kaskady cyklicky adenosinmonofosfat/proteinkinasa A (CAMP/PKA)
pomoci podjednotky aj, G-proiteinu. Timto zptisobem moduluji excitaéni a inhibi¢ni nervovy
pfenos v centralnim i perifernim nervovém systému®.

Ptilisna aktivita endokanabinoidniho systému vede ke zvyseni télesné hmotnosti, snizené
citlivosti na insulin a intoleranci glukosy®. Podani rostlinnych & endogennich kanabinoidi
stimuluje piijem potravy i u sytych zvitat® *°. Naopak blokace receptori CB1 vede ke sniZeni

vahy zvysenou sekreci anorexigennich signalli a zvySenou citlivosti na insulin®1%2,

Nejvyssi hladina endokanabinoidii je béhem hladovéni a nejnizs§i béhem konzumace jidlalos.
V hypothalamu jsou tyto zmény v mnozstvi endokanabinoidii pfesné opa¢né nez zmény
v hlading leptinu v krvi, coZ je stézejni pro regulaci hypothalamickych orexigennich
a anorexigennich signali.

Endokanabinoidni systém kontroluje pi{jem potravy na dvou tGrovnich®. Za prvé posiluje
motivaci k vyhledani a konzumaci jidla s vysokou motiva¢ni hodnotou nejspise cestou
mesolimbickych drah, které jsou zapojeny do mechanismu odmén. Druhy zptisob aktivace
endokanabinoidniho systému je aktivace ,,na pozadani* v hypothalamu, ktera néasleduje
po kratkodobém hladovéni. Takto aktivovany systém piechodné reguluje hladinu ostatnich
orexigennich a anorexigennich prostiedku tak, aby se zvysila chut’ k jidlu.

N&které slozky endokanabinoidniho systému byly objeveny v tukové tkani hlodavei i lidi*,
Potvrzen byl vliv endokanabinoidniho systému na lipogenezi de novo v téchto tkanich.
Endokanabinoidni systém podporuje ukladani tukt piisobenim pfimo na tukovou tkan nezavisle
na mnozstvi pozitého jidla. Aktivace periferniho endokanabinoidniho systemu u lidi vede
k adipogenezi, lipogenezi, hepatitické steatoze a zvysené insulinové resistenci'®.

Podéani selektivniho antagonisty receptortt CB1, rimonabantu (SR141716), zptsobuje

101,106 Rimonabant neplisobi pouze

u hlodavcii pokles piijmu potravy a ztratu télesné hmoty
anorexigennim mechanismem, ale piisobi také zmény v metabolismu perifernich organti.
Rimonabant se prokézal jako uginny 1ék proti obezité i v klinickych testech'®. U obéznich lidi
podporuje tbytek vahy a zlepSuje metabolismus lipida a glukosy. Nanestésti se objevily
nezadouci vedlejsi u¢inky rimonabantu. Slo o vedlejsi u¢inky psychického razu (deprese,
suicidialni tendence) a proto byla rimonabantu zrusena certifikace pro klinické pouzivani

(v Evropé, v USA nikdy nebyl povolen) a dalsi antagonisté receptoru CB1 byly stazeny

Z klinickych zkousek.
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Védci se tedy snazi ovliviiovat endokanabinoidni systém i na dalSich Grovnich signalizace
a oddélit tak od sebe zaddouci a nezadouci Gcinky. Signalizace kanabinoidnich receptorti mize
byt ovlivnéna napiiklad na arovni internalizace receptoru. Internalizace receptori spfazenych
s G-proteiny, ktera je spusténa vazbou agonisty, je dilezitym regulacnim mechanismem
pfenosu signalu pies plazmatickou membranu. Stejné jako nékteré z ostatnich GPCR CB1
receptory jsou z plazmatické membrany odstrafiovany konstitutivni nebo
agonistou-indukovanou endocyt6zou™®*%, Jak presné endocytoza receptortt CB1 probiha, to
dosud neni zcela jisté. Avsak zapojena je jisté endocytoza zprostfedkovana klathrinem a také
transport pomoci caveol*. Po aktivaci a desensitizaci jsou receptory internalizovany a jsou
nasledné bud’ degradovany v lysozomech nebo recyklovany a dopraveny zpét na membranu.

Tyto dva proteiny spolu kolokalizuji na membrané s vyraznym pre-synaptickym
prekryvajicim se znadenim viz obr. 4 (nepublikovana data, Ing. Sarka Techlovska) a jsou

i podobné exprimovany — nejvice v hladovéjim organismu.

Obr. 4 Kolokalizace receptoru CB1 a proteinu SGIP1 v primarnich kortikdlnich neuronech. Receptor CB1 je
znacen zelené, SGIPI cervené. Bilou barvou je znacen dendriticky protein MAP2. Receptor CB1 a SGIP1 jsou

kolokalizovany na axonu. (Nepublikovand data, Ing. Sarka Techlovska)
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Dle poznatkt ziskanych v nasi laboratofi se ukazuje, Ze protein SGIP1 zabranuje

internalizaci receptoru CB1 viz obr. 5 (nepublikovana data, Mgr. Alena Hajkova).

800007 | ~piR 2,5HM WIN

40000- CB1R+SGIP1
E 30000
14
L.
E 20000-

10000+

0 L] L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100
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Obr. 5 Vliv proteinu SGIP1 na internalizaci receptoru CB1 (CB1R) po stimulaci agonistou (WIN). Naméreny
signél TR-FRET odpovida mire internalizace receptoru. V pritomnosti proteinu SGIP1 je internalizace receptoru

CBI snizena. (Nepublikované data, Mgr. Alena Hajkova).

Dalsi studium proteinu SGIP1 v nasi laboratofi odhalilo jeho vliv na signalizaci
aktivovaného receptoru CB1 (nepublikovana data). Zatimco signalizace receptoru CB1 pies
G-proteiny neni ovlivéna proteinem SGIP1, signalizace zprostfedkovana [3-arrestinovou
interakci je jim vyrazné modulovana. SGIP1 je tedy proteinem, ktery intracelularné zptisobuje
signalni selektivitu CB1 receptoru.

SGIP1 ovliviiuje signalizaci CB1 receptoru a mozna i dalSich receptori. Mechanismem,
ktery zprostiedkuje tuto funk¢ni diverzifikaci je pravdépodobné interference s endocytozou
aktivovaného receptoru. MP-doména je jedinou doménou proteinu SGIP1, ktera jej odliSuje od
jinak velmi podobnych proteint FCHO1/2, které naopak internalizaci receptori podporuji.

Proto jsme se rozhodli studovat strukturu MP-domény proteinu SGIP1.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem této prace je vyfeSeni trojrozmérné struktury MP-domeény endocytického
proteinu SGIP1 a studium funkce této domény. Dil¢imi cily jsou pak piiprava vhodné
rekombinantni DNA pro expresi pozadované domény, nalezeni vhodnych purifikacnich

podminek pro pfipravu nativni MP-domény o vysoké Cistoté a krystalizace MP-domény.
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3 Material a pristroje

3.1 Chemikalie
Agarosa
Akrylamid 99%
Ampicilin
Bromfenolova modf
1-butanol
Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva Blue R)
1,4-Diazobicyklo[2.2.2]oktan (DABCO)
Dithiothreitol (DTT) 99%

Disodna stl kyseliny ethylendiaminooctové
(Na,EDTA)

Deoxycholét (DOC) 97%
Deoxynukleosidtrifosfaty (dNTPs)
Dodecylsiran sodny (SDS) 99%
Ethanol (96%)

Ethidium bromid
Ethylendiaminooctova kyselina (EDTA) 99%
Fenyl-methyl sulfoniumfluorid (PMSF)
Fetalni hovézi sérum (FBS)

Folchova frakce |

Glycerol (bezvody) 98%

Glycin 98%

Hovézi sérovy albumin (BSA) 10 mg/ml

Hydroxid sodny 98%

Serva, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, CR

Serva, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Top Bio, CR

Sigma-Aldrich, USA

Penta, CR

Top Bio, CR

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA
Duchefa Biochemie, Nizozemi
Sigma-Aldrich, USA

New Englands Biolabs, Velka
Britanie

Penta, CR
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Chlorid sodny 99,5%

Imidazol

Inhibitory proteas (IP) Complete Mini
Isopropanol 99%

Isopropyl B-D-thiogalaktosid (IPTG)
Kyselina chlorovodikova 35%
Kyselina octova 99% (ledova)
Methanol
N,N"-methylenbiskarylamid 98%
Mocovina
3-(N-morfolin)propansulfonova kyselina (MOPS)
Mowiol

Octan draselny

Paraformaldehyd 32%

pcrH20

Peroxodisiran amonny (APS) 98%

N-propyl galat

Poly-L-ornitin (0,01%, 10x koncentrovany)
Sacharosa 99,5%

N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin (TEMED)
Triton® X-100

Trizma® base (tris(hydroxymethyl)aminomethan,
Tris)

Trypsin (2,5%)

YT microbial medium (Y2T)

Sigma-Aldrich, USA
Serva, SRN

Roche, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, CR

Lachner, CR

Penta, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Calbiochem, SRN
Sigma-Aldrich, USA

Electron Microscopy Sciences,

USA

Top Bio, CR

Serva, SRN
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Gibco, USA
Sigma-Aldrich, USA
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3.2 Pufry a roztoky

3.2.1 Agarosova elektroforéza, PCR, ligace a restriké¢ni pufry

Ligac¢ni pufr (slozeni vyrobcem neuvedeno; Thermo Scientific, USA)

Nanaseciho pufr pro horizontalni elektroforézu (40% sacharosa, 0,25% bromfenolova modf
v pufru TAE)

Reakéni pufr pro PCR (slozeni vyrobcem neuvedeno; Agilent, USA)

Restrikéni pufr 1 (0,1 M bis-Tris-propan-HCI, 0,1 M MgCl,, 10 mM DTT, pH 7.0;
New Englands Biolabs, VVelka Britanie)

Restrik¢ni pufr 2 (0,5 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M MgCl,, 10 mM DTT, pH 7.9;
New Englands Biolabs, Velka Britanie)

Restrikéni pufr 3 (0,1 M NaCl, 0,5 M Tris-HCI, 0,1 M MgCl,, 10 mM DTT, pH 7.9;
New Englands Biolabs, VVelka Britanie)

Restrikéni pufr 4 (0,5 M octan draselny, 0,2 M Tris-octan, 0,1 M octan hote¢naty,
1 mM DTT, pH 7.9; New Englands Biolabs, Velka Britanie)

Tris-acetatovy pufr s EDTA (pufr TAE) (40 mM Tris, 20 mM octova kyselina, 1 mM
EDTA, pH 8,4; Thermo Scientific, USA)

3.2.2 Precisténi DNA (,,QIAquick Gel Extraction Kit*)

Pufr QG (sloZeni vyrobcem neuvedeno; QIAGEN, SRN)
Pufr PE (sloZeni vyrobcem neuvedeno; QIAGEN, SRN)

3.2.3 Izolace DNA (,,Quiagen Plasmid Midi Kit*)

Pufr pro izolaci DNA P1 (50 mM Tris, 20 mM Na,EDTA.2H,0, 0,1 mg/ml RNAsa A,
pH 8.0; komer¢né dodavany firmou QIAGEN, SRN)

Pufr pro izolaci DNA P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS; komerén¢ dodavany firmou QIAGEN,
SRN)

Pufr pro izolaci DNA P3(1 M octan draselny, pH 5.5 (upravené 99% kyselinou octovou);
komer¢né dodavany firmou QIAGEN, SRN)

Pufr pro izolaci DNA QBT (0,75 M NaCl, 50 mM MOPS, 15%obj. isopropanol, 0,15 %obj.
Triton X-100, pH 7.0; komer¢éné dodavany firmou QIAGEN, SRN)
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Pufr pro izolaci DNA QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, 15%obj. isopropanol, pH 7.0;
komeréné dodavany firmou QIAGEN, SRN)

Pufr pro izolaci DNA QF (1,25 M NaCl, 50 mM Tris, 15%obj. isopropanol, pH 8.5;
komer¢né dodavany firmou QIAGEN, SRN)

3.2.4 lzolace inkluzi, afinitni chromatografie a dialyza

Dialyza¢ni pufr 1 (0,5 M NaCl, 5% glycerol, 20 mM Tris.Cl, pH 7.5)

Dialyzaéni pufr 2 (0,25 M NaCl, 20 mM Tris.Cl, pH 7.5)

Lyzaéni pufr (0,5 M NaCl, 5% glycerol, 50 mM Tris.HCI, 5 mM imidazol, pH 7.5)
Promyvaci pufr (0,5 M NaCl, 5% glycerol, 50 mM Tris.HCI, 30 mM imidazol, pH 7.5)

Pufr pro izolaci inkluzi (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8,0)

Eluéni pufr (0,5 M NaCl, 5% glycerol, 50 mM Tris.HCI, 0,2/0,3/0,4/0,5 M imidazol, pH 7.5)

3.2.5 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti dodecylsiranu

sodného (SDS-PAGE), priprava a barveni geld

Akrylamidovy roztok (2,1 M akrylamid, 52 mM N,N"-methylenbiskarylamid)

Barvici roztok (0,025% Coomassie Brilliant blue R250, 40%o0bj. methanol, 7%obj. octova
kyselina)

Elektroforeticky pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3)

Odbarvovaci roztok (40%obj. methanol, 7%obj. octova kyselina)

Pufr pro separacéni gel (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8)

Pufr pro zaostiovaci gel (0,5 M Tris-Cl, pH 6,8)

Vzorkovy pufr (TB) (0,25 M Tris-Cl, 8% SDS, 20%obj. glycerol, 0,02% bromfenolova
modi, 0,2 M DTT, pH 6,8)

3.2.6 Fluorescen¢ni mikroskopie
Fixac¢ni roztok (4% paraformaldehyd v PBS, pH 7,4)

Mowiol (130 mM Tris, 130 g/ml mowiol, 2,5% DABCO, 12,5%o0bj. glycerol, 5 mg/ml
N-propyl galat, pH 8,5)

Fosfatovy pufr (PBS) (136,9 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 1,47 mM KH,PQ,, 8,1 mM
Na,HPO,4; Média UMG)
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3.3 Gely, standardy molekulovych hmotnosti a matrice pro afinitni

chromatografii

Agarosovy gel (1% agarosa, 1 ug/ml ethidiumbromid, v pufru TAE)
Gely pro SDS-PAGE (ptiprava viz tab.1)

Tab. 1 Piiprava separacnich gradientovych gelii a zaostiovaciho gelu pro SDS-PAGE. Gradientové gely byly
pripravovany 4-20%. Vice koncentrovany gel (20%) obsahoval vZdy jesté 4 g sacharosy.

Slozeni 4% gelu [ml]  Slozeni 20% gelu [ml]  SloZeni zaostfovaciho gelu [ml]

Akrylamidovy 3,33 16,67 2,53
roztok

Pufr pro 6,25 6,25 -
separacni gel

Pufr pro - - 1,88
zaostfovaci gel

10% SDS 0,25 0,25 0,15
dH,O 15,17 0 10,2
10% APS 0,085 0,085 0,15
TEMED 0,0085 0,0085 0,015

Matrice Ni-NTA (Quiagen, SRN)
Proteinovy standard molekulovych hmotnosti (Standard Spectra Multicolor High Range Ladder;
Thermo Scientific, USA)

Standard velikosti DNA (GeneRuler 1kb DNA Ladder 250 bp - 10 000 bp; Thermo
Scientific, USA)

V. 7 we

3.4 Kultiva¢ni média a reakéni ¢inidla pro transfekci

3.4.1 Kultivace bakterii
Luria-Bertani (LB) agar (Média, UMG)
Luria-Bertani (LB) médium (Média, UMG)
Pro selekci se do médii pridava ampicilin (100 pg/ml)

Transformacni médium Y2T (michéano z,,YT microbial medium* dle navodu)
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3.4.2 Kultivace lidskych bunéénych linii

Dulbeccos modified Eagle’s medium-high glucose medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA)
Médium DMEM +/+ (DMEM + 1% penicilin a streptomycin, 10%obj. FBS)

Médium DMEM +/- (DMEM + 10%o0bj. FBS)

Zamrazovaci médium (DMEM + 40% FBS, 20% DMSO)

Médium OMEM (Invitrogen, USA)

3.4.3 Transfekce lidskych bunéénych linii

Lipofectamin® 2000 (Invitrogen, USA)

FuGene®6 (Promega, USA)

3.5 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Sigma-Aldrich, USA.

Seznam pouzitych oligonuklotidi je uveden v tab.2.

Tab. 2 Seznam pouzitych oligonukleotidit véetné jejich sekvence.

Nazev

Sekvence

MP_up

MP_low_97 AMK
MP_low_104 AMK
MP_low_120 AMK
MP_low_200 AMK
MP_low_224 AMK
GFP_up

GFP_low

p905_up (pro sekvenovani)
p905_low (pro sekvenovani)

CGCGCTAGCATGGAAGGACTGAAAAAAC
GGAATAGAATTCCTTTCATTTGG
CGCGTCGAATTCTTAACTTGAGGAATAAAACTGC
GCGAATTCCTTTCACGACTCTTCTTCCTCT
CGTAAGAATTCTCAAAAGAGGGGAGCAAGG
GTTCATGAATTCGCCTCACCCCATATCTC
GATTGCTAGCATGGTGAGCAAGG
TCCGGCCAGAATTCGGATCAACTTGTACAG
CATCATCATCATCATTCTTCTGGTGTA
TGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGT

3.6 Pouzita DNA

p905 (Plazmid nesouci ampicilinovou resistenci pro bakterialni produkci proteinu

s promotorem T7, pfipraven z ptivodniho plazmidu pMCSG7; Laboratof strukturni biologie,

UOCHB, v. v. 1.)
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pcDNAS3.1(-) (Plazmid nesouci ampicilinovou resistenci pro produkci proteinu v lidskych
bunéénych liniich s promotorem CMV; Invitrogen, USA)
pRK5_GFP_SGIP1 (eGFP (v textu dale uvadéno jen jako GFP), SGIP1 sekvence z Mus

musculus; DNA pfipravena v nasi laboratofi)

3.7 Restrikéni endonukleasy a dalSi enzymy

BsrGl — rozpoznavana sekvence T/GTACA (10 U/ul; New Englands Biolabs, Velka
Britanie)

EcoRI — rozpoznavana sekvence G/AATTC (20 U/ul; New Englands Biolabs, Velka
Britanie)

Ndel — rozpoznavana sekvence CA/TATG (20 U/ul; New Englands Biolabs, Velké
Britanie)

Nhel — rozpoznavana sekvence G/CTAGC (5 U/ul; New Englands Biolabs, Velka Britanie)

Stul — rozpoznavana sekvence AGG/CCT (10 U/ul; New Englands Biolabs, VVelka Britanie)

Sphl — rozpoznavana sekvence GCATG/C (10 U/ul; New Englands Biolabs, Velké
Britanie)

Ligasa T4 (1 U/ul; Thermo Scientific, USA)

Polymerasa Pfu Cloned (2,5 U/ul; Agilent, USA)

Proteasa TEV (,,Tobacco etch virus “, s His-tagem, 0,29 mg/ml, izolovana v Laboratofi
strukturni biologie, UOCHB)

RNAsa A (100 mg/ml; QIAGEN, SRN)

3.8 Bakterialni kmeny

Escherichia coli
DH5a (Invitrogen, USA)
BL21 (DE3) (Agilent, USA)

3.9 Lidské bunééné linie
Bunééna linie HEK293T/17 (déle uvadény jen jako HEK293, bunééna linie odvozend od

lidskych embryonalnich ledvinovych bunék s insertovanym SV40 T-antigenem, klon 17;
ATTC, Rockefeller University)
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Bunécna linie HeLa (bunécna linie odvozena z maligniho karcinomu délozniho ¢ipku, linie

ziskana z Oddgleni biologie RNA, UMG, AV CR, v. v. i.)

3.10 Pristroje

Aparatura pro horizontalni elektroforézu MJ 105

Centrifuga Optima MAX Ultracentrifuge (Rotor
TLA 100.3)

Centrifuga Mikro 120 (Rotor 1212)
Centrifuga Z 383 K (Rotor C0383-75)
Cyklér MJ Research PTC-200

Elektroforeticka aparatura Hoefer Mighty small 11

for 8x9cm gels
Fluorescen¢ni mikroskop DMI 4000B
Fluorescen¢ni mikroskop IX81

Gradientovy mixer Hoefer Mighty Small SE 245
Dual Gel Caster

Inkubator 4000 series

Inkubétor Raven 2

Laminarni box Bio-11-A

Magnetick4 michacka Big Squid
Peristalticka pumpa PCD 32.2

pH metr MP225

Predvazky

Ptistroj na gelovou permeacni chromatografii
Sonikator Ikasonic U 50 control

Spektrofotometr Biowave Il (Xe lampa,
190-1100nm)

Major Science, USA
Beckman Coulter, USA

Hettich Zentrifugen, SRN
Hermle, SRN
GMI, USA

Amersham Biosciences, USA

Leica, SRN
Olympus, USA

Amersham Biosciences, USA

Contherm Scientific, Novy Zéland
LTE Scientific, Velka Britanie
Telstar, Spanélsko

IKA Labortechnik, SRN

Ilabo, CR

Metler Toledo, USA

Boeco, SRN

Amersham Biosciences, USA
IKA Labortechnik, SRN

Biochrom, Velka Britanie
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Tisk&rna monochromaticka PD1 Mitsubishi Electric, Japonsko

Ttepacka Orbi Safe TS Schoeller,

UV transluminator MUVB20 Ultra-Lum, USA
Vodni lazen TW12 Julabo, USA
Zdroj napéti E143 Consort, Belgie

3.11 Ostatni material

Centrikony Amicon 3000 MWCO/ cut-off 3000 (Merck Millipore, SRN)

Kolony 5 ml (Quiagen, SRN)

Kolony pro precisténi DNA ,,QIAquick Gel Extraction Kit* (Quiagen, SRN)

Kolony pro velkoobjemovou izolaci DNA ,,Quiagen Plasmid Midi Kit* (Quigaen, SRN)
Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare Bio-Sciences, Velka Britanie)
Kultiva¢ni nadobi pro bunééné linie (TPP, Svycarsko)

Termopapir K65HM-CE (Mitsubishi Electric, Japonsko)

Zamrazovaci kontejner Nalgene® (VWR, USA)

3.12 Software

DNASTAR 10 Core Suite (MegAlign, PrimerSelect, SeqBuilder; Life Technologies;
Lasergene, USA)

Gimp 2.6 (gimp.org)

ProtParam (Protein Identification and Analysis Tools, EXPASy Server)

ScanR Acquisition (Olympus, USA)
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4 Metody

Pokud neni uvedeno jinak, vychazeji pouzité metody z protokol uvedenych v piirucce
,Current Protocols in Molecular Biology“m. Déle jsou proto uvedeny jen strucné postupy

a ptipadné zmény v nich. Pokud neni uvedene jina teplota, probihaji experimenty pii 20 °C.

4.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA v roztoku

Koncentrace vhodné nafedéné DNA byla urCovana spektrofotometricky. DNA byla pred
stanovenim 100x nafedéna do tkH,O. Pouzit byl program pro stanoveni koncentrace DNA

(stanoveni pti 260 nm).

4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu v roztoku

Koncentrace proteinu v roztoku byla ur¢ovana spektrofotometricky. Pouzit byl program pro
stanoveni koncentrace proteinu (stanoveni pii 260/280 nm). V Laboratofi strukturni biologie
byl pro méfeni koncentrace proteinu pouzit ptistroj NanoDrop a méfeni probihalo s vyuzitim

teoretické 0,1% absorbance (1,018 pro GFP_MP-doména (97 AMK); ProtParam, EXPASY).

4.3 Horizontalni agarosova elektroforeza

Do jamek agarosového gelu ponotfeného do pufru TAE v horizontalni elektroforetické
aparatufe byla nanesena smés DNA (5 ul) a nanaseciho pufru pro horizontélni elektroforézu
(1 ul). Nanesen byl také standart pro urceni velikosti DNA. Horizontalni elektroforéza pak
probihala 20-30 minut za konstantniho napéti 90 V.

Vizualizace elektroforetogramu probiha pod UV transluminatorem a snimky gelt byly

zaznamenany na termopapir pomoci tiskarny.

4.4 Polymerasova retézova reakce (,,polymerase chain reaction“, PCR)

Nejprve byly navrZzeny vhodné primery tak, aby vznikly produkt z PCR odpovidal
pozadované délce MP-domeny nebo aby vznikla DNA kodovala protein GFP a fazni
GFP_MP-doménu. Primery byly nasledné vyrobeny a dodany firmou Sigma-Aldrich, USA.
Teplota nasedani primert byla zvolena tak, Ze byla o cca 10 °C niZs$i, nez teplota tani uvedena
u syntetizovanych oligonukleotidd. V piipadé potieby byla jesté empiricky upravena.

Slozeni reak¢ni smési (50 pl) bylo nasledujici:
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reakéni pufr pro PCR 5 pl

oligonukleotid horni (10 uM) 1 pl

oligonukleotid dolni (10 uM) 1 ul

dNTPs (10 mM) 1 pl

DNA templat (200 ng/ul) 1 pl

Pfu DNA polymerasa 1 pl

Zbytek objemu byl doplnén pcgrH,0.

Nésledné byla smés umisténa do cykléru a spustén byl nasledujici program:
krok 1  94°C, 1 min
krok2 94°C,45s
krok 3  55-58 °C (dle Tm nasedani oligonukleotid) 1 min opakovani 20x
krok4  72°C, 1 min
krok 5 72°C, 10 min

krok 6  4°C, neomezené dlouho

Pfitomnost produktu byla dale ovéfena na agar6zovém gelu.

4.5 PreciSténi DNA

Pro ptecisténi DNA po polymerasové fetézové reakci a po Sté€peni restrikénimi
endonukleasami byla pouzita komer¢ni sada ,,QIAquick Gel Extraction Kit*.

K 20 — 50 pl roztoku DNA bylo piidano 300 ul pufru QG a 100 pl isopropanolu. Tato smés
byla pfevedena na kolonu. Nasledovala centrifugace (18600 x g) po dobu 2 min. Dale bylo na
kolonu naneseno 700 pl pufru PE a opét nasledovaly 2 minuty centrifugovani. Nakonec bylo na
kolonu naneseno 30 ul pcrH20, kolona se nechala 2 minuty stat a poté nasledovala
centrifugace (eluat byl zachycen do zkumavky, ve které byla umisténa kolona). Cistota

produktu byla kontrolovana pomoci agarosové elektroforézy.

4.6 Stépeni restrikénimi endonukleazami

Stépeni vektori probihalo v 50 pl reakénich smésich. Reakéni smés obsahovala 1 pg DNA,

0,5 mg BSA, 5 ul komeréniho restrik¢niho pufru (NEB1-4) vybraného na zaklad¢ parametra
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pouzitého enzymu, dva restrikéni enzymy (1-5 U kazdy). Reakce byla doplnéna pcgrH,0 do
50 pl. Stépeni probihalo 16 hodin pii 37 °C.

Stépeni inzertl (piedisténé produkty fetézové polymerasové reakce) a kontrolni $tépeni
DNA z maloobjemové izolace probihalo ve 20 ul reakénich smésich. Smés obsahovala
1 pg DNA, 0,2 mg BSA, 2 ul komeréniho restrikéniho pufru (NEB1-4) vybraného na zékladé
parametr pouzitého enzymu, dva restrikéni enzymy (1-5 U kazdy). Reakce byla doplnéna

pcrH20 do 20 pl. Stépeni probihalo 4 hodiny pti 37 °C.

4.7 Ligace

Ligace byla provadéna v celkovém objemu 10 pl. Reakéni smés byla tvofena 2 ul ligaéniho
pufru, 200 ng vektoru nastépeného restrik¢nimi endonukleasami a nasledné piecisténého (viz
kapitola 4.5), 200 ng inzertu nastépeného restrikénimi endonukleasami a nasledné precisténého
a1 ul ligasy T4. Smés byla doplnéna pcrH,0. Reakéni smés byla 1 hodinu inkubovana pii
20 °C.

4.8 Transformace kompetentnich bakterii Escherichia coli

Bakterie E.coli (kmen DHa nebo BL21 (DE3) uchovéavané v -80 °C byly ponechany na ledu
neZ roztaly. Nasledné bylo 50pl bakterii ptevedeno do sterilni vychlazené zkumavky, pfidan
byl 1 ug DNA nebo 5 pl smési z ligace (vi kapitola 4.7) a vyslednad smés byla ponechéna
30 minut na ledu. Déle byl proveden teplotni $ok, zkumavka byla umisténa na 45 vtefin do
lazné o teploté 42 °C, nasledné byla umisténa na 2 minuty zpét do ledu. Déle bylo pfidano
450 pl média Y2T a kultivovalo se 1 hodinu pii 37 °C za stalého tfepani. Nakonec bylo 100 pl
kultury pfevedeno na agarovou plotnu (ampicilin 100 pg/ml) a rozetfeno sterilni hokejkou.

Agarové plotny byly inkubovany v 16 hodin dnem vzhuru pti 37 °C.

4.9 Maloobjemové izolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity roztoky z reakéni sady ,,Quiagen Plasmid Midi Kit* nebo
roztoky jim odpovidajici pfipravené v nasi laboratofi.

Do 2 ml média LB (ampicilin 100 ug/ml) byla inokulovéna bakterialni kolonie vyjmuta
Spi¢kou z agarové plotny. Smés byla kultivovana pii 37 °C 16 hodin v tiepacce. Nasledné byla

kultura centrifugovana 7 minut (18600 x g), peleta byla resuspendovana v 200 ul vychlazeného
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(4 °C) roztoku P1. Nasledné bylo pfidano 200 ul roztoku P2, smés byla zamichana pfevracenim
zkumavky a inkubovana 2 minuty pti 20 °C. Dale bylo pfidano 200 ul vychlazeného (4 °C)
roztoku P3. Opét byla smés zamichana prevracenim zkumavky a inkubovana 2 minuty pii

20 °C. Nasledovala centrifugace pti 18600 X g 10 minut. Supernatant byl preveden do 400 pl
vychlazeného isopropanolu. Po promichédni byla smés opét 10 minut centrifugovana.
Supernatant byl odsan a ptidano bylo 100 pul 70%0bj. ethanolu. Opét se centrifugovalo

10 minut. Peleta se nechala 2 hodiny schnout pod lampi¢kou a nasledn¢ se k ni pfidalo 30 ul
pcrH20 a peleta se nechala rozpoustét ve 4 °C. Spravnost izolace byla ovéfovana agarosovou

elektroforézou a restrik¢ni a pfipadné sekvenaéni analyzou.

4.10 Velkoobjemova izolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity roztoky z reakéni sady ,,Quiagen Plasmid Midi Kit* nebo
roztoky jim odpovidajici pfipraené v nasi laboratofi.

Do 100 ml média LB (ampicilin 100 ug/ml) byla inokulovéana bakterialni kolonie vyjmuté
$pickou z agarové plotny nebo z glycerolove stoky. Smés byla kultivovana 16 hodin pti 37 °C
Vv tiepaéce. Nasledné byla kultura centrifugovana 15 minut (8000 x g, 4 °C), peleta byla
resuspendovana v 5 ml vychlazeného (4 °C) roztoku P1. Nasledné bylo pfidano 5 ml roztoku
P2, smés byla zamichana ptevracenim zkumavky a inkubovana 2 minuty pti 20 °C. Déle bylo
ptidano 5 ml roztoku P3 (vychlazeny na 4 °C). Opét byla smés zamichana pfevracenim
zkumavky a inkubovana 2 minuty pii 20 °C. Nasledovala centrifugace pfi x g 20 minut.
Supernatant byl nanesen na kolonu, ktera byla pfedem ekvilibrovana 5 ml roztoku QBT.
Kolona byla po prokapani supernatantu promyta 2x 10 ml roztoku QC. DNA byla eluovana
5 ml roztoku QF do pfipravené falkonky. K eluatim byl pfidan isopropanol (3,5 ml
isopropanolu na 5 ml eluatu). Nésledovala centrifugace po dobu 30 min (8000 x g, 4 °C).
Supernatant byl odsan a pfidano bylo 2,5 ml 70%o0bj. ethanolu. Nésledovala centrifugace po
dobu 5 minut za stejnych podminek. Supernatant byl odsan. Peleta se nechala 2 hodiny
schnout a nasledné se k ni ptidalo 100 pl pcrH2O. Peleta byla rozpousténa ve vode 16 hodin pii
4 °C. Spravnost izolace byla ovéfovana restrik¢ni analyzou (viz kapitola 4.6) a agarosovou

elektroforézou (viz kapitola 4.3).

41



4.11 Uskladiiovani bakterialnich kultur (glycerolové stoky)

Z LB média s narostlou kulturou bakterii bylo ptevedeno 700 ul do zkumavky, déle bylo
ptidano 300 pl 50%o0bj. vodného roztoku glycerolu. Smés byla promichana a uchovavana
pii -80 °C.

4.12 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA bylo provadéno firmou SEQme s.r.0. Smés pro sekvenaci byla natedéna
v celkovém objemu 10 pl pcgrH20. Obsahovala 200 ng DNA a 25 pmol piislusného

sekvena¢niho primeru.

4.13 Exprese proteinu v bakteriich Escherichia coli

Bakterie byly nasazeny do 100 ml LB média (+ 100 pg/ml ampicilin, 5% glycerol)
vyjmutim spickou z glycerolové stoky (nebo agarové plotny) s ptislusnym kmenem bakterii
transformovanych rekombinantni DNA a vloZenim této $picky do kultivaéniho média. Bakterie
byly kultivovany 16 hodin ve 37 °C za stalého tiepani. Nasledné byla kultura nafedéna do
daného mnoZstvi LB média tak, aby ODssonm méla hodnotu 0,1. Dale byly bakterie kultivovany
pfi 25 °C za stalého tfepani a v hodinovych intervalech byla méfena ODssonm. Pt
ODssonm ~ 0,5 byla kultivacni teplota snizena na 20 °C. Pti ODssonm ~ 0,8 nasledovala indukce
ptidanim IPTG (0,25 mM). Indukované buiiky byly za stavajicih podminek kultivovany
16 hodin. Po této dob¢ byly bakterie z kultury oddéleny centrifugaci (8000 x g, 30 min, 4 °C).

4.14 lzolace a purifikace proteinu za nativnich podminek

4.14.1 Izolace bunéc¢ného lyzatu

Bunécna peleta oddélena z bakterialni kultury (1L) centrifugaci byla resuspendovana
v 30 ml lyzaéniho pufru (0,05 mM PMSF). Nasledné byla suspenze 3x zmrazena (-80 °C)
a rozmrazena na ledu. RozmraZena suspenze byla podrobena sonikaci v 30 s intervalech pfi
80% vykonu sonikatoru po dobu 2 minut. Sonikovana smés byla centrifugovana (8000 x g,
30 min) a ziskan tak byl bunéény lyzat (supernatant obsahujici rozpustny protein) a peleta.
Proteinové vzorky byly pfipraveny z bakterialni kultury resuspendované v lyza¢nim pufru

(oznaceno T), z lyzatu (ozanceno L) a z pelety resuspendované v pavodnim mnozstvi lyza¢niho
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pufru (oznaceno P). Protein z lyzatu byl purifikovan za nativnich podminek (viz kapitola
4.14.2).

4.14.2 Prvni afinitni chromatografie za nativnich podminek

Z kazdé proteklé frakce bylo odebrano 50 ul vzorku, ktery byl nasledné zpracovan (viz
kapitola 4.21.1) a analyzovan metodou SDS-PAGE (viz kapitola 4.21.2). Cely proces probihal
pii 4 °C.

Lyzat byl pted pouzitim centrifugovan (8000 x g, 30 min, 4 °C). Supernatant byl nalit na
kolonu s 5 ml matrice Ni-NTA, ktera byla pfedem promyta 20 ml lyza¢niho pufru. Protekla
frakce (oznaceno FT) byla jimana do falkonky. Nasledné byla kolona promyta 40 ml
promyvaciho pufru. Protekl4 frakce (oznaceno WB) byla opét jimana do falkonky. Protein byl
eluovan bud’ 10 ml elu¢niho pufru 0 0,4 M koncentraci imidazolu (ozna¢eno EB) nebo
postupné po 5 ml elu¢nimi pufry s 0,2 M a 0,3 M imidazolem. Do eluati byla piidana EDTA

tak , aby jeji vysledna koncentrace byla 1ImM.

4.14.3 Prvni dialyza a Stépeni proteasou TEV

K eluétu z prvni afinitni chroamtografie (viz kapitola 4.14.2) byla ptidana proteasa TEV
(0,03 mg/5 ml proteinového vzorku) a smés byla ptenesena do dialyza¢niho sttivka. Dialyza
probihala proti 4 L dialyzaénimu roztoku 1 16 hodin pfi 20 °C. St&peni proteasou TEV bylo

ukonceno pfidanim PMSF (celkova koncentrace 1 mM).

4.14.4 Druha afinitni chromatografie

K dialyzatu (viz kapitola 4.14.3) bylo pfidano 6 ml matrice Ni-NTA, ktera byla pfedem
tiikrat promyta 30 ml lyza¢niho pufru. Smés se michala 1 hodinu pfi 4 °C. Nasledné byla
prelita do malé kolony. Protekla frakce byla jimana do falkonky (oznac¢eno FT2). Nasledné

byla kolona promyta 20 ml lyza¢niho pufru, protekla frakce byla oznacena jako BB2.

4.14.5 OSetieni a uskladnéni matrice Ni-NTA

Po kazdém pouziti byla matrice Ni-NTA 30 minut promyvana v 0.5M NaOH. Promyvaci

roztok byl po sednuti matrice na dno falkonky odsan a matrice byla déale uskladiiovana

43



v 30%o0bj.ethanolu ve 4 °C. Pted kazdym purifikacnim krokem byla takto uskladnénd matrice

nejprve 3x promyta v lyzacnim pufru.

4.14.6 Druha dialyza

Frakce FT2 a BB2 z druhé afinitni chromatografie (viz kapitola 4.14.4) byly dialyzovany
proti 4 L dialyza¢niho pufru (DB2) 16 hodin pii 4 °C. Nasledné byl proteinovy roztok
podroben testu vazby proteinu na liposomy (viz kapitola 4.16), zahustén (viz kapitola 4.17)

a analyzovan gelovou permeacni chromatografii (viz kapitola 4.18).
4.15 Izolace a purifikace proteinu za denatura¢nich podminek

4.15.1 lzolace inkluznich télisek

Bakterialni kultura byla centrifugovana (8000 x g, 30 min, 4 °C). Peleta byla zvaZzena
a resuspendovana v pufru pro izolaci inkluzi (na 1g pelety 10 ml pufru). Do buné¢né suspenze
byl ptidan PMSF tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,05 mM. Suspenze byla 3x
zmrazena a rozmrazena. Rozmrazovani probihalo ve vodni 1azni (40 °C). Nasledné byl
k suspenzi ptidan DOC (celkové 0,05 %) a smés byla michana 20 minut v ledové lazni.
Suspenze byla néasledné sonikovéana pti vykonu 60% 1 minutu. Nasledné byla smés
centrifugovéna (8000 x g, 20 min, 4 °C). Peleta byla resuspendovana v pivodnim objemu
pouzitého pufru s 0,1% Tritonem X-100. Néasledovala sonikace a centrifugace (stejné
podminky jako piedchozi). Peleta byla opét resuspendovana v pivodnim objemu pufru.
Nasledovala posledni centrifugace. Vysledna peleta obsahovala inkluzni téliska. V kazdém
kroku bylo odebrano 50 pl vzorku, ktery byl nasledné zpracovan (viz kapitola 4.21.1)
a analyzovan metodou SDS-PAGE (viz kapitola 4.21.2).

4.15.2 lzolace proteinu z inkluznich télisek

Peleta obsahujici inkluzni téliska byla resuspendovana v 30 ml denaturujiciho lyza¢niho
pufru s 0,05 mM PMSF. Suspenze byla 60 minut michana pii 25 °C a prubézné jemné
vortexovana. Nasledné byla smés centrifugovana (8000 x g, 30 min, 4 °C). Ze supernatantu byl

izolovan protein za denatura¢nich podminek (viz kapitola 4.15.3).
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V kazdém kroku bylo odebrano 50 pl vzorku, ktery byl nasledné zpracovan (viz kapitola
4.21.1) a analyzovan metodou SDS-PAGE (viz kapitola 4.21.2).

4.15.3 Afinitni chromatografie za denaturacnich podminek

Afinitni chromatografie za denatura¢nich podminek probihala stejnym zptisobem jako
nativni (viz kapitola 4.14.2) jen s tim rozdilem, Ze ve vSech roztocich byla navic 8M mocovina

a purifikace probihala pti 20 °C.

4.15.4 Renaturace proteinu

Protein byl renaturovéan fedénim do pufru DB2 bez mocoviny v poméru 1:1 a nasledné
dialyzou proti 4L pufru bez mocoviny (dialyzaéni pufr 2) 16 hodin pii 4 °C. His-tag byl na
proteinu ponechan (ovéteno bylo, ze u nativné piipraveného proteinu neovliviiuje vazbu na

liposomy).

4.16 Vazba proteinta na liposomy in vitro

Liposomy byly ptipraveny fedénim v pufru DB2 na koncentraci 5 mg/ml. Suspenze byla
nasledn¢ sonikovana 2-3 minuty pii 60% vykonu sonikatoru. Dale byly liposomy inkubovany
2 hodiny na tfepacce pii 37 °C.

Proteinovy roztok byl centrifugovan 30 min (150000 x g, 25 °C). Proteinovy roztok byl
nasledné smichan v poméru 1:1 s pfipravenou suspenzi liposomtl. Smés byla inkubovana
1 hodinu pfti 25 °C na tfepacce.

Nésledovala centrifugace (150000 x g, 25 °C, 30 min). Supernatant byl odebréan a vznikla
peleta byla natfedéna v plivodnim objemu pufru DB2. Ze supernatantu 1 pelety byly pfipraveny
proteinové vzorky (viz kapitola 4.21.1) a ptitomnost proteinu v peleté a supernatantu byla
ovetovana metodou SDS-PAGE (kapitola 4.21.2).

4.17 Zahusténi proteinového roztoku

Zahusténi proteinu probihalo centrifugaci v centrikonu.
Nejprve byla do centrikonu nalita voda tak, aby se navlh¢ila membréana centrikonu.
Nasledovala centrifugace pii 5000 x g a 4 °C neZ se vSechna voda dostala do rezervoaru. Do

centrikonu byl poté pteveden proteinovy vzorek a byl po centrifugovan vzdy 15 minut
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(5000 x g, 4 °C), nasledné byl vzorek trochu protiepan a znovu centrifugovan dokud se
Vv roztoku nezacaly tvofit viditelné proteinové agregaty. Roztok byl téchto agregatli zbaven

centrifugaci (10000 x g, 15 min, 4 °C) a nasledné byl uskladnén v -4 °C.

4.18 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacéni chromatografie byla provadéna v Laboratofi strukturni biologie na
Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. V. i. PouZit byl chromatograficky piistroj od
firmy Amersham Biosciences (Monitor pH/C-900, monitor UV-900, monitor p-900). Pouzita
byla kolona Superdex 200 10/300 GL. Nastavena byla pritokova rychlost 0,5 ml/min,
maximalni tlak v koloné 1,5 MPa a vinova délka 280 nm pro zaznamenavani protékajiciho
proteinu spektrofotometrem.

Piedem kalibrovana kolona byla nejprve ekvilibrovana odvzdusnénym pufrem (DB2), ktery
byl také pouzit jako mobilni faze pro samotné déleni slozek proteinového roztoku. Nésledné
byl pomoci Hamiltonovy stiikacky nanesen na kolonu proteinovy roztok, ktery byl pred
nanesenim centrifugovan (10000 x g, 15 min, 4 °C). Probéhlo chromatografické déleni
proteinového roztoku, chromatogram byl zaznamenan pocitatem a frakce obsahujici protein

byly ru¢né jimany do zkumavek. Proteklé frakce byly dale analyzovany metodou SDS-PAGE.

4.19 Kultivace lidskcyh bunéénych linii a manipulace s nimi

4.19.1 Rozmrazovani bunék

Na misku o priméru 10 cm bylo pfevedeno 10 ml média DMEM+/-. Z kapalného dusiku
byla vytazena zamrazovaci zkumavka s butikami a na 2 minuty byla ponofena do vodni 1azné
0 teploté 37 °C. Nasledné byl obsah zkumavky pieveden na misku s médiem DMEM-+/-. Po
uplném rozmrazeni byla bunééna suspenze z misky pievedena do falkonky a 5 minut
centrifugovana pii 1000 X g. Bunééna peleta byla resuspendovana v 1 ml média a buiiky byly

vysety na misky v nékolika fedénich (1:1, 1:2, 1:4).

4.19.2 Zamrazovani bunék

Z misky s buiikami s cca 90% pokryvnosti (tzn. 25.10° bunék na kultivaéni misce o praméru

15 cm) bylo odsano médium. Buiiky byly 2x promyty roztokem PBS a nasledné vystaveny
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pusobeni 0,25% roztoku trypsinu v PBS po dobu 2 minut (37 °C). Bunky byly nasledné
prevedeny do média DMEM +/- a centrifugovany (1000 x g ), peleta byla znovu
resuspendovana v mediu DMEM +/- a suspenze byla znovu centirufugovana. Vysledna peleta
byla rozpusténa v 0,5 ml média DMEM +/-. Buné¢na suspenze byla pfevedena do piedchlazené
zamrazovaci zkumavky a bylo k ni ptidano 0,5 ml zamrazovaciho média. Zkumavka byla
umisténa do zamrazovaciho kontejneru umisténého v -70 °C, ve které probihalo postupné
vychlazeni na tuto teplotu. Nasledné byla zkumavka s bufikami pfemisténa do tekutého dusiku,

kde byly buiiky skladovany az do rozmrazeni.

4.19.3 Pasaz bunék

Z misky s buiikami se zhruba 90% pokryvnosti (tzn. 25.10° bun&k na kultivagni misce
0 praméru 15 cm) bylo odsano medium. Buiiky byly nasledné 1x promyty PBS a vystaveny
pusobeni 0,25% roztoku trypsinu v PBS po dobu 2 minut. Po uvolnéni bun¢k do suspenze bylo
k trypsinu ptidano medium DMEM +/+ (vytemperovano na 37 °C) v objemovém pomeéru 1:1
Kk roztoku trypsinu, buniky byly resuspendovany pipetou a nasledné centrifugovany 5 minut pii
1000 x g.

Supernatant byl odsan a bunécna peleta resuspendovana v mediu DMEM +/+. Takto byly
bunky pasaZovany 2x tydné v fedéni 1:5. Pro experimenty byly vyuZivany do paséaze ¢. 20.

Udrzovany byly v inkubatoru s atmosférou 5% CO; a pfesnou termoregulaci (37 °C).

4.20 Fluorescen¢ni mikroskopie

4.20.1 Priprava preparatii pro fluorescencni mikroskopii

Na desticku s 12 jamkami byla pouzita sklicka o priméru 18 mm. Ta byla nejprve namocena
Vv ethanolu (96%) a nasledné sterilizovana opalenim nad kahanem. Takto upravena sklicka byla
vlozena do jamek a do kazdé jamky bylo ptidano 250 pl poly-L-lysinu. Sklicka se inkubovala
s poly-L-lysinem 30 minut v 37 °C. Poté byla 3x oplachnuta tkH20.

Do kazdé jamky s takto oSetfenym sklickem bylo ptevedeno 0,5 ml média DMEM+/-
a 0,5 ml suspenze bunék (cca 25.10% bungk). Desticky s buiikami byly inkubovéany 16 hodin pfi
37 °C v atmosfére s 5% CO..
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4.20.1.1 Transfekce bunék pomoci ¢inidla FuGene
Uvadéné objemy a hmotnosti jsou pro jamku z 12-jamkové desticky.

1 den pied transfekci byly buniky nasazeny za média DMEM-+/- (viz kapitola 4.20.1).
Ptipraveny byly dvé reakéni smési. V prvni reakéni smési byla smichana DNA v celkovém
mnozstvi 0,3 nug s 10 pul média OMEM. V druhé reakéni smési bylo smichano 0,8 pl ¢inidla
FuGene s 10 pul média OMEM. Tyto dvé reakéni smési byly po 5 min smichany dohromady
a ponechany 20 min pii 20 °C. Takto vznikla reakéni smés byla nakapana na buné¢nou kulturu

a inkubovana 16 hod pti 37 °C v atmosféie s 5% CO,.

4.20.1.2 Transfekce bunék lipofectaminem
Uvadéné objemy a hmotnosti jsou pro jamku z 12-jamkové desticky.

1 den pied transfekci byly bufiky nasazeny za média DMEM+/- (viz kapitola 4.20.1).
Pfipraveny byly dvé reak¢éni smési. V prvni reakéni smési byla smichana DNA v celkovém
mnozstvi 1,6 ug se 100 ul média OMEM. V druhé reakéni smési byly smichany
4 ul Lipofectaminu se 100 pl média OMEM. Tyto dvé reakéni smési byly po 5 min smichany
dohromady a ponechany 20 min pti 20 °C. Takto vzniklad reakéni smés byla nakapana na

buné¢nou kulturu a inkubovana 14-16 hod v prostiedi 37 °C, 5% CO..

4.20.1.3 Fixace skli¢ek
Z jamek se sklicky s bunikami (viz kapitola 4.20.1.1-2) bylo odsano médium. Nésledné bylo

do jamek nakapano 0,5 ml fixa¢niho roztoku a desti¢ka byla 10 minut inkubovana pti 20 °C
prikrytd alobalem. Fixa¢ni roztok byl odsan a sklicka s buiikami byly 3x promyty roztokem
PBS. Na podlozni skli¢ko bylo nakapano 10 pl mowiolu a na tuto kapku bylo polozeno sklicko
s bunkami tak, ze buiiky byly ponoteny do mowiolu. Preparaty se nechaly schnout 16 hod. pfi
20 °C ptikryté alobalem.

4.20.2 Snimani obrazki fluorescen¢nim mikroskopem

Snimky preparati byly pofizeny pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus 1X81,
objektiv UPLSAPO 60x) a programu Scan R Acquisition. Vyuzita byla excitace GFP (457 —

487 nm) a snimana byla jeho fluorescence pii 502 — 538 nm.
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4.21 SDS-PAGE

4.21.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Proteinové vzorky (z buné¢ného lyzatu a riznych stadii purifikace) byly pfipraveny fedénim
vzorkd v poméru 1:1 s pufrem TB.

Vzorky byly 5 minut zahiaty ve vodni lazni (90 °C). Nasledné byly vzorky centrifugovany
10 minut pfi 18600 x g. Uchovavany byly v -20 °C.

4.21.2 Elektroforéza SDS-PAGE

Metoda SDS-PAGE byla upravena dle laboratroniho manuélu firmy Hoefer'**,

Elektroforeticka aparatura s gradientovymi gely byla naplnéna elektroforetickym pufrem.
Do jamek v zaostiovacim gelu byly naneseny proteinové vzorky (obvykle 15 pl/ jamka,
pfi testovani vazby na liposomy 25 pl/ jamka), které byly pfedem zahiaty 5 minut ve vodni
lazni (60 °C) a centrifugovany pti 18600 x g 10 minut. Pro moznost urceni ptiblizné velikosti
délenych proteinti byl na kazdy gel nanesen také komer¢ni proteinovy standard.

Putovani proteinu Vv elektrickém poli probihalo za konstatniho napéti 100 mV po dobu
4 hodin. Po ukonceni elektroforetického déleni byly gely ihned dale zpracovavany barvenim

protein pomoci Coomassie Brilliant Blue R250.

4.22 Barveni proteinii pomoci Coomassie Brilliant blue R 250

Po ukonéeni elektroforézy byly gely barveny v barvicim roztoku 30 minut na michadce™.

Po obarveni byly gely ponechany v odbarvovacim roztoku nez se tplné odmylo nenavazané

barvivo. Odbarvené gely byly uchovavany zalité¢ do celofanu ve smési glycerolu a vody (1:1).
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5 Vysledky

5.1 Priprava rekombinantnich DNA

Délka rekombinantnich DNA ko6dujici MP-domenu (produkti PCR) byla zvolena tak,
abychom ziskali nékolik rizné¢ dlouhych DNA kddujici peptidy, které by mohly tvofit strukturu
MP-domény. Nejkratsi peptid ma 97 AMK. MP-doména o délce 97 AMK byla popsana
v literatuie?®, $lo viak o doménu z del3i sestiihové varianty SGIP1a, kterd mé v dané
N-koncové oblasti vlozenych jesté 28 AMK navic. My jsme pracovali s DNA odpovidajici
kratsi sestfihové varianté SGIP1. Zvolili jsme vSak jako nejkratsi tsek taktéz prvnich
97 N-koncovych AMK, abychom tak ziskali jisty pfesah. Pfesnd hranice, kde kon¢i
MP-doména, totiz nebyla zatim definovana a literatura se na toto téma ponékud rozchazi,
MP-doména byla popséna také jako N-koncovy usek proteinu SGIP1 &itajici 239 AMK3*. Dalsi
rekombinantni DNA byly navrzeny tak, abychom ziskali rtizné delsi aseky proteinu SGIP1 az
po oblast, kde se v sekvenci objevuje velka ¢etnost prolinti (polyprolinova doména). Jelikoz
ptitomnost prolinu v primarni struktufe zabraniuje tvorbé rigidnich sekundarnich struktur, jako
je a-helix nebo B-skladany list, je jasné, Ze v tomto Useku bude mit protein tzv. nestrukturovany
charakter.

Piipravena byla taktéz DNA kodujici zeleny fluorescenéni protein (GFP) ve stejnych
plazmidech, které byly pouzity pro ptipravu MP-domény.

Rekombinantni DNA byly pfipraveny pomoci technik polymerasova fetézové reakce (PCR),
Stépeni restricknimi endonukleasami a ligace za vyuziti ligasy T4. Produkty PCR $§tépené
restrikénimi endonukleasami se vkladaly do vektoru taktéz St€peného restrikénimi
endonukleasami. Oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby nasedaly na templatovou DNA
(prk5_GFP_SGIP1) na zacatku MP-domény a na nami stanovenych ,,koncich* MP-domény,
eventualné na zacatku a na konci DNA kodujici GFP nebo tak, aby vysledna DNA kodovala
fazni protein GFP_MP-doména. V sekvenci oligonukleotidu byla navrzena $té€pici mista pro
restrikéni endonukleasy EcoRI a Nhel, pomoci kterych se produkty PCR vkladaly do plazmidu.
Na spodnich oligonukleotidech byl navrzen také stop kodon.

Pro pfipravu navrzenych rekombinantnich DNA byly pouzity dva typy plazmidut, do kterych
se vkladaly produkty PCR pomoci restrikénich endonukleas ECORI a Nhel. Pro produkci
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proteinu v bakteriich E.coli byl pouzit plazmid p905 s promotorem T7 a pro produkci proteinu
v buinkach HEK293 a Hela byl pouzit plazmid pcDNA3.1(-) s promotorem CMV. Oba

plazmidy nesou ampicilinovou resistenci (viz obr. 6).

pg05
5283 bp

pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/5427 bp

Obr. 6 Mapy pouZitych plazmidii pcDNA3.1 (vlevo) a p905 (vpravo). Vyznaceny jsou promotery (Pewy, T7),
pocatky replikace (ori), polyadenylova sekvence (pA), polyrestrikcni mista s restrikénimi enzymy (Nhel, EcoRI)
a sekvence zodpovédné za rezistenci (Ampicilin, Neomycin). U plazmidu p905 je navic vyznacen lac operon (lacO)

a lac represor (lacl) a sekvence kédujici His-tag a proteinovou sekvenci ENLYFQS.

Na plazmidu p905 je navic vhodné umisténa sekvence histidinové kotvy (His-tagu), kterou
nasleduje sekvence kddujici aminokyselinovou sekvenci rozpoznavanou a Stépenou proteasou
TEV a déle restrikéni mista pro endonukleasy EcoRI a Nhel.

Na obr. 7 (str. 52) jsou snimky geld, na kterych je plazmid p905 nastépeny restrikénimi
endonukleasami EcoRI a Nhel. Na dalsim gelech jsou produkty PCR odpovidajici rizné
dlouhym usekiim MP-domény a také Gseky kodujici fuzni proteiny GFP_MP-doména
0 riznych délkach.
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Obr. 7 Snimky gelii s vektorem a inzerty pro piipravu rekombinantnich DNA. Vlevo je plazmid p905 (P)
nastépeny restrikcnimi endonukleasami ECORI a Nhel. Ndsleduji riizné inzerty vzniklé PCR a restrikénim
Stépenim.

1 — MP-doména (104 AMK), 2 — MP-doména (120 AMK), 3 — MP-doména (200 AMK), 4 — MP-doména (224
AMK), 5 — GFP_MP-doména (97 AMK), 6 — GFP_MP-doména (224 AMK), 7 — MP-doména (97 AMK).

Pfipravené rekombinantni DNA jsou shrnuty v tab. 3. Proteinové sekvence odpovidajici
rekombinantni DNA kédujici fazni protein GFP_MP-doména (97 AMK) a proteinova sekvence

SGIP1 jsou uvedeny v piilohach (ptiloha 1,2).

Tab. 3 PFipravené rekombinantni DNA.

Oznaceni DNA Pocet AMK odpovidajiciho genového produktu
p905_MP-doména (97 AMK) 97
p905_MP-doména (104 AMK) 104
p905_MP-doména (120 AMK) 120
p905_MP-doména (200 AMK) 200
p905_MP-doména (224 AMK) 224
p905_GFP_MP-doména (97 AMK) 339
p905_GFP_MP-doména (224 AMK) 466
p905_GFP 239
pcDNA3_GFP_MP-doména (97 AMK) 339
pcDNA3_GFP_MP-doména (224 AMK) 466
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5.2 Exprese MP-domény v bakteriich Escherichia coli

Peptidy odpovidajici riznym délkam MP-domény byly exprimovany v bakteriich
Escherichia coli BL21 (DE3). Dale jsou uvadény pouze vysledky experimentd, ve kterych byl
pouzit vybrany konstrukt kodujici fazni protein GFP_MP-doména (97 AMK).

Na obr. 8 je schematicky znazornén piiklad proteinoveho produktu, ktery je kddovan jednou
z ptipravenych rekombinantnich DNA, a ktery byl pfipraven expresi v E. coli. Jedna se o
proteinovy produkt vznikly z DNA vloZené do plazmidu p905. V nasich dalsich experimentech

jsme se zamé&fili predev§im na tento fazni protein GFP_MP-doména (97 AMK).

- ENLYFQ/S | -

1 97

Obr. 8 Grafické zobrazeni rekombinantniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK). Vysledny protein je znacen
pomoci His-tagu, ktery je odstépitelny diky sekvenci rozpoznavané specificky proteasou TEV viozené mezi His-tag

a pozadovany protein. Misto §tépeni je vyznacené lomitkem.

Empiricky byly nalezeny nejvhodné&jsi podminky pro kultivaci bakterii tak, aby exprese
peptidi byla co nejvyssi. Osvédcila se pomérné nizka teplota pro rast bakterii — 25 °C a jesté
nizsi (20 °C) pro kultivaci bakterii s indukovanou expresi peptida. Na obr. 9 (str. 54) je
vyznacen prub¢eh ristu bakterialni kultury pred indukei IPTG, ktera byla zapocata
Vv exponencialni fazi rastu bakterialni kultury (ODsso nm ~ 0,8). Pro indukci byl pouzit IPTG

0 nizké vysledné koncentraci (0,25 mM), ktery indukuje expresi T7 polymerasy.
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Obr. 9 Prabéh kultivace bakterii E.coli. Optick& denzita mérend pri 550 nm (ODssy nm) V hodinovych intervalech.
Kultura byla naredéna na ODssypn ~ 0,1, kultivovana pri 25 °C a pii ODssonm ~ 0,8 probéhla indukce exprese
proteinu pomoci IPTG (0,25 mM).

Nizka teplota byla zvolena proto, aby pfilis rychld exprese nezptisobovala nadmérné
ukladani produkovaného proteinu do inkluznich télisek. I pres mirné podminky indukce byla
vsak velka ¢ast proteinu po sonikaci a centrifugaci bakterialni kultury pfitomna spise v bunééné
peleté nez v bunééném lyzatu (viz obr. 10, str. 55). Pro dalsi experimenty je vSak mnoZzstvi
proteinu v bakterialnim lyzatu dostacujici.

Spojeni MP-domény s GFP vedlo ke zvySeni exprese pozadovaného proteinu a k usnadnéni
manipulace s proteinem v dalsich krocich. Proteinovy roztok ziskal diky GFP viditelnou

zelenou barvu.

5.3 Purifikace MP-domény

Jako ideélni postup pro purifikaci MP-domény z bakterialni kultury byla zvolena purifikace
proteinu z bakterialniho lyzatu pomoci chelataéni afinitni chromatografie za nativnich
podminek. Vyuzit byl His-tag na N-konci rekombinantnich proteind, ktery chelatuje nikelnaté
ionty zakotvené v matrici Ni-NTA v kolong. Vyzkousena byla taktéz purifikace za
denaturac¢nich podminek z inkluznich télisek, jelikoz vétSina proteinu pii expresi vV bakteriich
zustavala v nerozpustné bunécné frakci. Jednotlivé kroky purifikace za denaturac¢nich

podminek jsou na obr. 10.
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Obr. 10 Purifikace fuzniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK) za denaturaénich podminek.

T — sonikovan& bakterialni suspenze, P — peleta po centrifugaci bakterialni suspenze, L — supernatant po
centrifugaci bakterialni suspenze (lyzat), FT — frakce protekl& kolonou po naneseni lyzatu, WB — frakce protekla
kolonou po promyti omyvacim pufrem (WB), EB1 — frakce protekia kolonou po eluci elu¢nim pufrem EB1 (0,2 M

imidazol), EB2 — frakce protekla kolonou po eluci elucnim pufrem EB2 (0,3 M imidazol).

Vytézek této purifikace byl sice vy$si neZ u nativni purifikace (cca 1 mg/ml), ale vétsina
proteinu po nasledné renaturaci tvofila agregaty. Agregaty se po centrifugaci pti 150000 X g
vyskytovaly v peleté. Mnozstvi takto vyrobeného proteinu pouzitelného pro krystalizaci tedy
nebylo vyssi neZ u nativni purifikace. Proto byla pro dalsi ptipravu MP-domény zvolena
metoda nativni purifikace, kterd byla méné naro¢na na provedeni. Protein byl pfipraven nativni
a nemusel podstupovat slozitou renaturaci.

Na obr. 11 (str. 56) je zobrazen gel z SDS-PAGE se vzorky z jednotlivych krokt purifikace
za nativnich podminek. Pro pufry pouzivané pro purifikaci bylo zvoleno pH 7.4. Isoelektricky
bod fazniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK) je 6,04, proto bylo zvoleno pH o néco vyssi
a predevsim co nejvice podobné fyziologickému pH, aby byly AMK proteinu stejné nabité,
jako za fyziologickych podminek a nebyly tak naruseny ptipadneé elektrostatické interakce

s fosfolipidovou dvouvrstvou.
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Timto postupem byl ziskan proteinovy roztok o koncentraci 0,2 mg/ml, ktery byl nasledné

zahustén na koncentraci 0,8 mg/ml.

T P L FT WB EB1 DBl FT2 BB2 DB2 Z
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300 -
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Obr. 11 Purifikace fuzniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK) za nativnich podminek.

T — sonikovan& bakterialni suspenze, P — peleta po centrifugaci bakteridlni suspenze, L — supernatant po
centrifugaci bakterialni suspenze (lyzat), FT — frakce protekla kolonou po naneseni lyzatu, WB — frakce protekla
kolonou po promyti omyvacim pufrem (WB), EB1 — frakce protekla kolonou po eluci elucnim pufrem (0.4 M
imidazol), DB1- vzorek po dialyze a Stépeni proteasou TEV, FT2 — frakce protekl& kolonou p#i 2. afinitni
chromatografii, BB2 — frakce po vymyti kolony lyzacnim pufrem, DB2 — vzorek po druhé dialyze, Z — zahustény
proteinovy roztok.

5.4 Vazba MP-domeény na liposomy in vitro

Pro ovéfeni nativniho stavu proteinu a jeho spravného sloZeni po purifikaci byla vyuzita
analyza vazby proteint na liposomy sedimenta¢ni metodou. Liposomy jsou ptipravovany
z Folchovy frakce I, smési riznych fosfolipida (fosfatidylinositol, fosftatidylserin a dalsi)
izolovanych z mozku krav, fedénim v pufru a sonikaci. Lipidy tak vytvoii malé vesikuly —
liposomy — tvotené fosfolipidovou dvojvrstvou.

Vzhledem k tomu, Ze jedinou znamou charakteristikou MP-domény je jeji schopnost vazat
membrany, vyuzili jsme této vlastnosti. Ovéfovana byla vazba rekombinantni MP-domény do
membran in vitro. Proteinovy roztok byl centrifugovan pied pfidanim liposomti za stejnych
podminek jako nésledné s liposomy proto, abychom neziskali faleSné€ pozitivni vysledek, kdy

by byly v peleté detekovany proteinové agregaty. Takto ptipravené peptidy v roztoku se
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nechaly navézat na liposomy (2 hod., 25 °C) a po centrifugaci (150000 x g, 25 °C, 30 min) byla
tato vazba detekovéna v peleté tvofené sedimentovanymi liposomy.

Cela metoda musela byt optimalizovéna. Jako ptiklad maze slouzit pouzita koncentrace
liposomu. Ackoliv se v literatufe uvadi riizné pouzivané koncentrace liposomu na experimenty

38,42,71,114

podobné naSemu , pro nas experiment se osvédcila koncentrace liposomt 5 mg/ml

anacca 100 ug proteinu bylo pouzito 2,5 mg liposomu (viz obr. 12).

T S P S P S P S P
- - — —
-
1 mg/ml 2 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml

Obr. 12 Optimalizace koncentrace liposomii pro test vazby proteinu na liposomy. Pri pouziti stejného mnozstvi

proteinu se jako nejvhodnéjsi koncentrace liposomii pro maximalni vazbu proteinu ukdazala koncentrace 5 mg/ml.
T — proteinovy roztok po centrifugaci (150000 x g, 30 min, 25 °C); S — supernatant (centrifugace pri 150000 X g,
30 min, 25 °C po2 hod inkubaci s liposomy) , P — peleta.

Jelikoz byly pouzity fuzni peptidy MP-domény a GFP, bylo mozné vidét pozitivni vysledek
pouhym okem, peleta obsahujici protein byla zelena. Jako negativni kontrola byl pouzit
samotny protein GFP. Ten v$ak i po druhé centrifugaci s liposomy zistaval v supernatantu

a peleta obsahujici liposomy zistavala bila (viz obr. 13).

kDa
20 - | W |

- liposomy + liposomy

Obr. 13 Testovani vazby GFP na liposomy. GFP se nevdze na liposomy a po centrifugaci je protein detekovatelny
Vv supernatantu..
T — proteinovy roztok po centrifugaci (150000 x g, 30 min, 25 °C); S — supernatant (centrifugace pii 150000 x g,

30 min, 25 °C po inkubaci s liposomy nebo bez nich) , P — peleta..
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Jako dalsi kontrola byl pouZit proteinovy roztok, ktery byl inkubovén za stejnych podminek
jako ostatni vzorky, avSak bez ptidani liposomt (byl jen nafedén na polovinu dialyzacnim
pufrem DB2), a nasledné centrifugovan. Po centrifugaci zistal tento protein v supernatantu (viz
obr. 14).

T S P S P
kDa
70—
| —
40 -
- liposomy +liposomy

Obr. 14 Testovani vazby GFP_MP-domény na liposomy. Jak je videt, fiizni protein GEFP_MP-doména (97 AMK)
se vaze na liposomy a po centrifugaci je vétsina proteinu detekovatelnd pravé v peleté obsahujici liposomy. Pokud
se k proteinovému roztoku liposomy nepridaji, ziistava protein po centrifugaci v supernatantu.

T — proteinovy roztok po centrifugaci (150000 x g, 30 min, 25 °C); S — supernatant (centrifugace pi 150000 x g,
30 min, 25 °C po inkubaci s liposomy nebo bez nich), P — peleta.

Timto testem byla ovéfena vazba membran MP-doménou in vitro. Da se ptedpokladat, ze
peptid, ktery je schopny této vazby, je spravné sloZen a nativni. Navic se timto experimentem
potvrdilo, ze faze s proteinem GFP nebrani vazbé MP-domény do membréan, jak bylo dokdzano
take v lidskych bunéénych liniich HEK293 a Hel a (viz kapitola 5.8).

5.5 Gelova permea¢ni chromatografie a analyza pomoci SDS-PAGE

Neptitomnost agregatli v proteinovém roztoku byla ovéfovana gelovou permeacni

chromatografii (provedeno v Laboratoii strukturni biologie na Ustavu organické chemie
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a biochemie AV CR, v. v. i.). Na chromatogramu (viz obr. 15) je patrné, Ze mnoZstvi agregati

v roztoku (eluénim objem 7,8 ml) je velmi nizké.

mAU
100

S0

| . oS s i o

1 4 il i
0.0 5.0 10.0 15.0

20.0 ml

Obr. 15 Chromatogram z gelové permeacni chromatografie fzniho proteinu GFP_MP97. Hlavni elucni
maximum (13,43 ml) odpovida dle kalibrace molekulové hmotnosti cca 70 kDa. Velmi mala absorbance p#i
elucnim objemu 7,8 ml predstavuje proteinové agregaty.

Osa x — elucni objem [ml], osa y — absorbance.

Hlavni elu¢ni maximum (13,43 ml) odpovid& molekulové hmotnosti cca 70 kDa.
Monomerni fazni protein GFP_MP-domena (97 AMK) by mél mit cca 38 kDa, takze 70 kDa je
velikost, kterd by mohla odpovidat dimeru.

Jednotlivé eluované frakce z gelové permeaéni chromatografie byly dale analyzovany
pomoci SDS-PAGE (viz obr. 16, str. 60). Pfi nafedéni vzorkti pufrem neobsahujicim redukujici
¢inidlo DTT odpovidalo putovani proteinii z jednotlivych eluati gelem velikosti cca 70 kDa.

S ptidavkem DTT potom prouzky na gelu odpovidaly velikosti cca 40 kDa.
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kDa T 1/1 12 2/1 2/2 23 2/ 1 1/1 1/2 2/1 22 23 2/4
300 -

250 -
180 -

130 -

100 -
70—

50-
40—

+DTT -DTT

Obr. 16 SDS-PAGE analyza eludtii 7 gelové permeacni chromatografie. Na gelu vievo jsou vzorky pripravované
Fedénim pufrem s DTT Na vpravo jsou vzorky pripravené redenim s pufrem bez DTT,.

T — vzorek zahusténého proteinu, ktery byl nandsen na kolonu, 1/1, 1/2 — eludty z 1. chromatografie; 2/1-4 —
eluaty z 2. chromatografie.

5.6 Dimerizace MP-domény

Proteinovy roztok analyzovany gelovou permea¢ni chromatografii byl pfipravovan
v neredukujicim pufru. Aby byla vyloucena arteficialni dimerizace v disledku oxidace cysteinli
a tvorby cysteinovych mistku, nasledujici purifikace proteinu byla provedena v pfitomnosti
1 mM DTT. Na gelech z pfedchozich purifikaci nebyly dimery viditelné, protoze proteinové
vzorky byly ptipravovany fedénim pufrem s pomérné vysokou koncentraci DTT (0,2 M).

Jak je patrné z obr. 17 (str. 61), v pfitomnosti 1 mM DTT, ktery by m¢l zabranit tvorbé
arteficialnich cysteinovych mustkd, jsou na gelu z celého procesu purifikace patrné dimery

MP-domény.
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Obr. 17 Purifikace fuzniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK) za nativnich podminek v prostitedi 1 mM
DTT.
T — sonikovan& bakterialni suspenze, P — peleta po centrifugaci bakterialni suspenze, L — supernatant po

centrifugaci bakterialni suspenze (lyzat), FT — frakce protekl& kolonou po naneseni lyzatu, WB — frakce protekla
kolonou po promyti omyvacim pufrem (WB), EB1 — frakce protekia kolonou po eluci elu¢nim pufrem EB1 (0,2 M
imidazol), EB2 — frakce protekla kolonou po eluci elucnim pufrem EB2 (0,3 M imidazol), DB1, DB2 — vzorek po
dialyze a stépeni proteasou TEV, FT2 — frakce protekla kolonou pri 2. afinitni chromatografii, BB2 — frakce po

vymyti kolony lyzacnim pufrem, DB2 — vzorek po druhé dialyze, Z — zahustény proteinovy roztok.

5.7 ZahuSténi proteinu

Pro krystalizaci proteinu je potieba ziskat roztok o koncentraci proteinu zhruba 1 mg/ml. Pii
zahus$t'ovani proteinu pfipraveného vyse popsanym postupem byl proteinovy roztok zahustén
z koncentrace 0,2 mg/ml na 0,8 mg/ml. Pti koncentraci 0,8 mg/ml se zacaly v roztoku tvorit
precipitaty a zahuStovani bylo ukonceno. Po tpraveé podminek purifikace proteinu a zahusténi

na pozadovanou koncentraci budou nasledovat prekrystaliza¢ni zkousky.

5.8 Vazba MP-domény do membran in vivo

Na obrézcich z fluorescen¢ni mikroskopie 1ze snadno porovnat intracelularni lokalizaci
proteinu GFP a fuznich proteint GFP_MP-doména (97 AMK) a GFP_SGIP1, kterymi byly
transfekovany bunky HEK293 a HeLa (viz obr. 18, str. 62). Zatimco samotny protein GFP je
lokalizovan difuzné v celé burice, spojeni tohoto proteinu s 97 aminokyselinami MP-domény
proteinu SGIP1 zpusobuje zménu lokalizace tohoto proteinu. Fuzni protein GFP_MP-doména
je lokalizovan vyhradné v plazmatické membrané. Stejné tak je tomu u fuzniho proteinu

GFP_SGIP1, ktery v tomto experimentu slouZil jako pozitivni kontrola.
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GFP MP-doména (97 AMK) SGIP1

HEK293

Hela

Obr. 18 Snimky z fluorescenéni mikroskopie. \ horni Fadé jsou buiiky HEK293, ve spodni potom Hela. V levém
sloupci jsou buiiky transfekované rekombinantni DNA kédujici protein GFP, uprostied buiiky produkujici fazni
protein GFP_MP-doména (97 AMK) a vpravo buiiky produkujici cely protein fazni protein GFP_SGIP1.

Tento experiment potvrzuje, Ze MP-doména proteinu SGIP1 (pfesnéji: prvnich
97 N-koncovych aminokyselin) je zodpovédna, za jeho vazbu do plazmatické membréany. Také

je patrné, ze fuzni protein GFP na N-konci MP-domény této vazbé nijak nebrani.
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6 Diskuze

Sekvencni odlisnost MP-domény proteinu SGIP1 od vSech doposud znamych proteint
pfimo vybizi k jejimu studiu. Zajimavym faktem je, ze proteiny FCHO1/2, az na N-koncovou
doménu velmi podobné proteinu SGIP1, jsou zndmé tim, Ze iniciuji endocytdzu. Dle vysledkil
zZ nasi laboratofe (nepublikovana data, viz kapitola 1.6) je vSak patné, ze protein SGIP1 naopak
brani internalizaci receptoru CB1. Je tato vlastnost vyvolana pravé odlisnosti N-terminalni
domény? K zodpovézeni této otazky by méla pomoci mimo jiné odhaleni struktury této
domény. Popsany jiz byly domény z rodiny BAR (domény I-BAR), které nezpusobuji
vehlipovani membréany do buiiky, ale naopak podnécuji tvorbu membranovych vyb&zka ™.
Podobnou vlastnost ma i MP-doména®. Strukturng jsou domény I-BAR velmi podobné
klasickym doménam BAR (tfi a-helixy od kazdé podjednotky tvofici dimer), avsak tvar jejich
dimeru je spiSe podobny rovnému valci na rozdil od konkavné zahnutého dimeru domén BAR.

Rozdilna funkce SGIP1 a FCHO1/2 vSak muze byt také zpisobena vazbou riznych dalSich
adaptorovych proteinti na tyto proteiny. Endocytoza je zptisobena mnoha protein-proteinovymi
interakcemi mezi fadou adaptorovych proteini. Vysledny efekt tak neni zpiisoben jen jedinym
proteinem, ale pravé souhrou interakci mnoha molekul. To, Ze SGIP1 zabrafiuje internalizaci
receptoru CB1 tak nemusi byt nutné zpusobeno pouze MP-doménou. Nicméné MP-doména
zUstava stale zajimavym prfedmétem badani praveé diky své naprosté sekvenéni odlisnosti od
doposud znamych proteind. Proto jsme se rozhodli vyfesit jeji trojrozmérnou strukturu. Je
znamo, ze mnoho proteint, jez nemaji homologni sekvence, ptesto sdili urcité podobné
strukturni prvky. Je proto mozné, Ze i MP-doména by mohla byt tvofena tfemi a-helixy stejné
jako domény z rodiny BAR.

Ptiprava proteinu pro krystalizaci je velmi naro¢na. Je dulezité ziskat protein o vysoké
Cistoté a v pomérné vysoké koncentraci, coz jsou podminky velmi odlisné od prostiedi, kde se
tyto molekuly ptirozené nachazeji.

Vzhledem k doposud nedefinovanym hranicim MP-domény jsme se rozhodli ptipravit
nékolik rekombinantnich proteinti o rtizné délce, které¢ by mohly tvofit strukturu této domény.
Vsechny nami pfipravené proteiny jsou exprimovany v E.coli . Pro optimalizaci purifika¢niho

protokolu a dal$i experimenty jsme vybrali fazni protein GFP_MP-doména (97 AMK). Tento
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protein byl vybran za zakladé potvrzeni jeho schopnosti vazat se na membrany in vitro (viz
kapitola 5.4) a in vivo (viz kapitola 5.8).

Podatilo se ndm pftipravit relativné Cisty protein, jak je patrné z vysledki SDS-PAGE
i z chromatogramu z gelové permeacni chromatografie. AvSak nepodafilo se nam zatim
proteinovy roztok zahustit na takovou koncentraci (1 mg/ml), ktera je potfebna pro krystalizaci.
Protein precipituje pii koncentracich vyssich nez 0,8 mg/ml. Tento nedostatek se nyni snazime
fesit zménou sloZeni pufru, ve kterém byl protein ptipravovan. Chovani proteinu v roztoku
muze ovliviiovat mnoho faktorii jako je pH, iontova sila a ptidatné slozky (aditiva). Pii zdméné
pufrujici slozky Tris za fosfatovy pufr dochazelo témér k okamzité precipitaci proteinu. Dalsi
zmeény se budou tykat spiSe mnozstvi soli v purifikacnich roztocich. Tim bude ovlivnéna
iontova sila roztoku a elektrostatické interakce mezi proteiny. Déle je mozné ménit pH
a slozeni purifika¢nich prufrt i pfidavkem dalSich chemikalii jako je naptiklad
polyethylenglykol a mnoho dalsich.

Do budoucna by bylo vhodné pripravit také peptid presné odpovidajici popsané¢ MP-doméné
s 97 AMK z deli sestfihové varianty®® — tedy peptid, ktery ma v MP-doméné 28 inzertovanych
AMK a je tak 0 28 AMK posunuty od nami ptipravené MP-domeny s 97 AMK z kratsi
sestfthové varianty SGIP1. Téchto 28 inzertovanych AMK by mohlo tvofit naptiklad
proteinovou klicku, ktera by vSak neméla mit vliv na vazbu do membrany. Jak jsme ukazali in
vitro (viz kapitola 5.4) a in vivo (viz kapitola 5.8) i N-koncova doména (piesnéji
97 N-koncovych AMK) kratsi sestfihové varianty SGIP1 vaze membrany. Pokud se povede
vyftesit strukturu MP-domény i s jistym aminokyselinovym presahem, mélo by byt vidét, kde je
piesna hranice MP-domény, napiiklad kde kon¢i posledni strukturovany tsek (napft. a-helix).
Tim by se vyiesil nesoulad v popisu této domény, kdy jsou v literatufe uvadéné rizné délky
MP-domény?® 3,

Piesny mechanismus vazby MP-domény do membrény zatim nebyl popséan. Protein SGIP1
je klasifikovan jako intracelularni protein a proto by se dalo piedpokladat, ze vazba
MP-domény na membranu bude mit charakter povrchovych elektrostatickych interakci
s fosfolipidy, avSak nemizeme vyloucit, ze MP-doména zasahuje hloubéji do fosfolipidové
dvouvrstvy. Jak bylo popsano v kapitole 1.4.2, adaptorové proteiny mohou tvar membrany
ovlivitovat hned n¢kolika zptisoby. Zajimavé by bylo vyuziti nuklearni magnetické rezonance

k feSeni rtiznych strukturnich hybridd MP-domény naptiklad v pfitomnosti a nepfitomnosti
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liposomt. Takova studie by mohla byt dal§im krokem k objasnéni mechanismu ptisobeni
proteinu SGIP1 na um¢lé membrany.

7da se, ze N-koncové peptidy proteinu SGIP1 odpovidajici MP-domén¢ dimerizuji, a to
nejspise na zakladé elektrostatickych interakci a hydrofobniho efektu. Vyplyva to z vysledka
purifikace v pritomnosti 1 mM redukéniho ¢inidla DTT. I proteiny purifikované v tomto
redukujicim odpovidaji velikosti dimeru téchto proteinti. Tato vlastnost bude muset byt ovétena
strukturni studii. Byla by to v8ak dalsi vlastnost, ktera by MP-doména sdilela s doménami
BAR.

Tato strukturni a funk¢ni studie MP-domény je soucasti rozsahlejsiho studia funkce proteinu
SGIP1 na n¢kolika trovnich. Navazujici studie popisuji molekularni interakce SGIP1
s endocytickymi adaptorovymi proteiny za ti¢elem objasnéni mechanismu interference
s endocytozou. Studium vlivu proteinu SGIP1 na kanabinoidni signalizaci je soucasti projektu

zaméteného na odhaleni role této molekuly pfi udrzovani energetické homeostazy.
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[ Zavér

Pfipraveny byly rekombinantni DNA, které koduji rizné dlouhé N-koncové Useky proteinu
SGIP1 odpovidajici MP-domén¢. VSechny peptidy exprimované v E. Coli mély na svém
N-konci His-tag oddéleny od MP-domény sekvenci rozpoznatelnou proteasou TEV. Tyto
peptidy byly pfipraveny i ve varianté znacené zelenym fluorescenénim proteinem (GFP), taktéz
s His-tagem na N-konci. Ptipraven byl taktéz samotny protein GFP opatfeny touto znackou.

Daéle byly nalezeny takové podminky pro expresi a purifikaci fazniho proteinu
GFP_MP-doména (97 AMK), aby byl ziskan nativni a spravné slozeny protein, ktery netvoii
v roztoku agregéty a je proto vhodny pro krystalizaci a nasledné strukturni studie.
Nepfiitomnost agregatti v proteinovem roztoku byla ovéfena gelovou permeaéni chromatografii.

Zaveden byl také test nativniho stavu proteinu a spravného poskladani sekundarnich struktur
— vazba proteinu na liposomy a jeji ovéfeni sedimentacni metodou. Timto testem byla ovétena
vazba MP-domény do membrany in vitro. Tato vazba byla také potvrzena pti heterologni
expresi téchto konstruktt in vivo v lidskych bunéénych liniich HEK293 a HeLa.

Protein pfipraveny zminénymi postupy a zahustény na pozadovanou hustotu bude moci
podstoupit prekrystaliza¢ni zkousky. Pokud budou tyto zkousky uspésné, bude nasledovat
krystalizace a vyfeSeni struktury MP-domény. Na zéklad€ vySe zminénych faktl véfime, Ze
odhaleni této struktury pomize objasnit mechanismus ptisobeni MP-domény v rdmci proteinu

SGIP1 a vysvétlit jeho odlisnou roli v endocytoze od proteinit FCHO1/2.
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Priloha 1

Proteinovéa sekvence fuzniho proteinu GFP_MP-doména (97 AMK). Zelené je vyznacena

proteinova sekvence GFP.

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPV
PWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEV
KFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNI
EDGSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI
TLGMDELYKWIRMMEGLKKRTRKAFGIRKKEKDTDSTGSPDRDGMQPSPHEPPYHSK
AECAREGGKKASKKSNGAPNGFYAEIDWERYNSPELDEEGYSIRPEEPGSTK
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Priloha 2

Proteinova sekvence SGIP1 (Mus musculus) dle databaze NCBI.

MMEGLKKRTRKAFGIRKKEKDTDSTGSPDRDGMQPSPHEPPYHSKAECAREGGKKASKKSNGAPNGEFYAE
IDWERYNSPELDEEGYSIRPEEPGSTKGKHEFYSSSESEEEEESHKKEFNIKIKPLOSKDVLKNAATVDELK
ASIGNIALSPSPVRKSPRRSPGAIKRNLSSEEVARPRRSTPTPELTSKKPLDDTLALAPLEGPPLESAFD
EQKTEVLLDOQPEIWGSGQPMNPSTESPELARPFPTGTPPPLPPKTVPATPPRTGSPLTVATGNDQAATEA
KIEKLPSISDLDSIFGPVLSPKSVAVNTEEKWVHFSDASPEHVTPELTPREQVVTPPAASDIPADSPAPA
PPGPTGSAGPPGPPGPRHVPSPLNLEEVOQKKVAEQTFIKDDYLETLSSPKECGLGQRATPPPPPPPTYRT
VVSSPGPGSGSGTGTTSGASSPARPATPLVPCSTTPPPPPPRPPSRPKLPPGKPGVGDVSRPEFSPPIHSS
SPPPIAPLARAESTSSISSTNSLSAATTPTVGSSRGPSPLTMGAQDTLPVAAAFTETVNAYFKGADPSKC
IVKITGEMVLSFPAGITRHFANNPSPAALTFRVVNSSRLEHVLPNPQLLCCDNTONDANTKEFWVNMPNL
MTHLKKVSEQKPQATYYNVDMLKYQVSAQGIQSTPLNLAVNWRCEPASTDLRIDYKYNTDAMSTAVALNN
VOQFLVPIDGGVTKLOAVLPPAVWNAEQQRILWKIPDISQKSENGGVGSLLARFQLSEGPSKPSPLVVQET
SEGSTLSGCDIELVGAGYREFSLIKKRFAAGKYLADN
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovateli.

Jméno a piijmeni s adresou

Cislo OP

Datum vypijceni

Poznamka
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