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Abstrakt

Ca*"/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasy (CaMKK) jsou serin/threonin kinasy,
které se ucCastni vapnikové signalni drahy, pfiCemz u savcii byly popsany dvé isoformy
CaMKK, CaMKKI1 a CaMKK?2. Pii zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych kationt
dochézi k aktivaci CaMKK prostiednictvim vazby komplexu Ca**/kalmodulin na C-koncovy
segment CaMKK, coz uvolni autoihibici pferuSenim interakci autoinhibi¢niho segmentu s
aktivnim centrem kinasy. Aktivované CaMKK nasledné fosforyluji a aktivuji proteinkinasy
CaMK1 a CaMK4 a v ptipadé¢ CaMKK2 i AMPK.

Aktivita CaMKK je dale regulovana prostiednictvim fosforylace cAMP-dependentni
proteinkinasou A (PKA). Tato fosforylace vytvoii dva vazebné motivy, které jsou rozpoznany
regulacnimi proteiny 14-3-3. Ptedchozi studie ukdazaly, Ze protein 14-3-3 udrzuje
fosforylovanou CaMKKI1 v inhibovaném stavu tim, Ze blokuje defosforylaci inhibi¢niho
fosforylaéniho mista. Pfedpokladad se, ze i CaMKK2 by mohla byt regulovana podobnym
zpuasobem. Nicmén¢ uloha vazby proteinu 14-3-3 v regulaci CaMKK2 je nejasna. Pro studium
tohoto komplexu je vSak nutné pfipravit rekombinantni CaMKK?2, kterd bude plné
fosforylovana na obou 14-3-3 vazebnych motivech.

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo optimalizovat protokol pro fosforylaci lidské
CaMKK2 (rezidua 93-517) obsahujici pouze dvé fosforylaéni mista, Ser100 a Ser511, a
nasledné charakterizovat komplexy CaMKK2:protein 14-3-3yAC a CaMKK2:CaM:protein 14-
3-3yAC pomoci analytické ultracentrifugace.

Pro optimalizaci fosforylace CaMKK2-S100,S511 prostiednictvim PKA byla pouzita
hmotnostni spektrometrie a phos-tag SDS-PAGE. Pomoci analytické ultracentrifugace bylo
zjisténo, Ze se komplex CaMKK2:protein 14-3-3 tvofi se stechiometrickym pomérem 1:2 a se
zdéanlivou disocia¢ni konstantou v mikromolarni oblasti. Pro komplex CaMKK2:CaM:protein
14-3-3y byl stanoven stechiometricky pomér 1:1:2.



Abstract

Ca?"/calmodulin-dependent protein kinase kinases (CaMKK) are serine/threonine kinases
involved in the calcium signaling pathway. Two CaMKK isoforms were described in mammals:
CaMKK 1 and CaMKK2. The increase in calcium concentrations induces Ca>*/CaM binding to
the C-terminal segment of CaMKK, thus relieving autoinhibition by disrupting the interaction
between the autoinhibitory segment and the kinase domain. Active CaMKK then phosphorylate
and activate their downstream kinases CaMK1 and CaMK4, and in the case of CaMKK2 also
AMPK.

The activity of CaMKK is also regulated by phosphorylation mediated by cAMP-dependent
protein kinase A (PKA). This phosphorylation creates two binding motifs recognized by the
regulatory 14-3-3 proteins. Previous studies have suggested that the 14-3-3 protein keeps phos-
phorylated CaMKKI1 in the inhibited state by blocking the dephosphorylation of the inhibitory
phosphorylation site and it has been speculated that CaMKK2 is regulated in a similar manner.
However, the role of 14-3-3 protein in the regulation of CaMKK2 is unclear. In order to study
this protein complex, it is necessary to prepare recombinant CaMKK2 fully phosphorylated at
both 14-3-3 binding motifs.

The main aim of this bachelor thesis was to optimize the protocol for the phosphorylation of
human CaMKK2 (residues 93-517) containing only two phosphorylation sites, Ser100 and
Ser511, and characterize the CaMKK2:14-3-3yAC and CaMKK2: CaM: protein 14-3 -3yAC
complexes by analytical ultracentrifugation.

Mass spectrometry and phos-tag SDS-PAGE were used to optimize the phosphorylation of
CaMKK2-S100, S511 by PKA. Analytical ultracentrifugation revealed that doubly phosphor-
ylated CaMKK2 forms with the 14-3-3 protein complex with molar stoichiometry 1:2 and dis-
sociation constant in micromolar range. The CaMKK2:CaM:14-3-3 protein complex is formed
with molar stoichiometry 1:1:2.
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1 Literarni tivod
1.1 Fosforylace a proteinkinasy

Fosforylace je d¢j, pii kterém se prenasi fosfatova skupina na substrat. V butice probiha
fosforylace bilkovin v pribéhu posttranslaénich modifikaci na postrannim fetézci
aminokyselin. Je to vyznamna modifikace, kterd zptusobuje zménu naboje postranniho fetézce.
Fosforylaci tyrosinu, serinu a threoninu vznikaji fosfoestery. Naopak fosforylace postrannich
fetézcl histidinu, lysinu nebo argininu je mén¢ bézna.

Fosforylace a defosforylace jsou vyznamné regula¢ni mechanismy pro kontrolu aktivity
proteinti. Nékteré proteiny pii fosforylaci méni konformaci a jsou biologicky aktivnéjsi, jiné
proteiny mohou byt naopak aktivnéjsi po odstépeni fosfatové skupiny [1]. Za tyto regulacni
mechanismy jsou zodpovédné fosfatasy a kinasy. Fosfatasy vyuzivaji hydrolytické Sté€peni
esterové vazby a patfi do skupiny hydrolas. Proteinkinasy jsou enzymy, které piendseji
y fosfatovou skupinu z ATP/GTP na substrat [2]. Patii do skupiny transferas, proto je mizeme
najit pod E.C. 2.7.-.-. Kinasy jsou zodpovédné za rGzné procesy v buiice, od ovlivnéni
transkripce a ristu bunky, ptes diferenciaci buiiky, regulaci metabolismu az po apoptosu [3, 4].
Vyznam maji také v bunééné signalizaci a na spravném udrzeni homeostasy. Pfi mutaci a $patné
regulaci kinas dochazi k patofyziologickym onemocnénim jako je diabetes, rakovina,
neurodegenerativni vyvoj nebo imunitni onemocnéni. Proto jsou kinasy a mechanismy jejich
regulace intenzivné studovany [5].

Lidsky kinom, obsahuje 518 proteinkinas (viz Obrazku 1.1 na strané€ 10) a pfiblizn& 20
lipidkinas. Z 518 proteinkinas 478 kinas obsahuje eukaryotickou kinasovou doménu. Tyto
kinasy se znaci jako ePK (eukaryotické proteinkinasy). Zbylych 40 kinas je znacenych jako
aPK (atypické proteinkinasy). Pro ePK existuje osm hlavnich skupin, rozdélenych podle
sekven¢éni podobnosti kinasové domény. 1.TK (tyrosin kinasy), 2. TKL (tyrosine kinase-like),
3.STE (homolog kvasinkovych kinas Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20), 4. CK1 (kasein kinasy 1),
5. AGC (proteinkinasy A, proteinkinasy G, a proteinkinasy C), 6. CAMK (Ca**/kalmodulin-
dependentni kinasy), 7.CMGC (Cyclin-dependent kinase, Mitogen-activated proteinkinase
(MAPK), Glycogen synthase kinase (GSK), Cdk-like kinasy) a 8. RGC (Receptor Guanylate
Cyclases). Mezi vyznamné aPK patii kinasy pyruvat dehydrogenasy, kinasy bromodomény a
kinasy PIKK souvisejici s fosfatidylinositol-3-kinasou [4].

Pro katalytické domény eukaryotickych proteinkinas (ePK) je typicka struktura skladajici
se z menSiho N-koncového a vétsSiho C-koncového laloku spojeného ,,pantem®. N-lalok
obsahuje pétivlaknovy B list a tzv. ,,aC-helix*, zatimco C-lalok je tvofen vétSinou a-helixy.
Kofaktor ATP se vaze na vysoce konzervovanou oblast, kterd je lokalizovana hluboko mezi
obéma laloky a tvofi vodikové vazby s ,,pantovou‘ oblasti. C-terminalni doména obsahuje
flexibilni aktivacni smycku, typicky o délce 20 az 30 aminokyselin, a vyznacuje se
konzervovanym motivem Asp-Phe-Gly (“DFG”) umisténym na zacatku. Fosforylace aktiva¢ni
smycky je spole¢ny mechanismus pro aktivaci kinas. Dal§im konzervovanym motivem je motiv
triady His-Arg-Asp (,,HRD®), ktery piedchézi aktivacni smycce a hraje hlavni roli v katalyze.
Tyto sekvencni vlastnosti jsou dobie zachovany napti¢ kinasovymi podrodinami [2, 6].
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A1

Obrazek 1.1- Prehled lidského kinomu. TK - tyrosin kinasy, TKL - tyrosine kinase-like, STE - homolog kvasinkovych ki-
nas Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20, CK1 - kasein kinasa 1, AGC - proteinkinasa A, proteinkinasa G a proteinkinasa ,CAMK -
(Ca?" /kalmodulin-dependentni kinasy, CMGC - Cyclin-dependent kinase, Mitogen-activated proteinkinase, Glycogen
synthase kinase, Cdk-like kinasy a RGC - receptor guanylyl cyclasa. Prevzato z [7].
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Kinasy, které obsahuji DFG motiv, se dé¢li na klasické DFG kinasy a DFG kinasy. Toto
rozde¢leni je na zdkladé¢ inhibice podle inhibitort typu I (DFG kinasy) a typu II (klasick¢ DFG
kinasy). Zatimco se inhibitory typu I vdzou pouze do ATP vazebného mista, ale ne do
alosterického mista, inhibitory typu II zasahuji pouze ¢astecné do vazebného mista ATP a
zaroven do alosterického mista, které vznikne po pretoCeni aspartitu v DFG motivu o 180°
vzhledem ke konformaci aktivniho stavu. PfetoCeny DFG motiv piemisti aspartat pry¢ od ATP
vazebného mista o piiblizné SA, coz vede ke katalyticky nekompetentnimu stavu nazyvanému
DFG-out. Stav DFG-out otevira nové alosterické misto pfimo sousedici s ATP vazebnym
mistem (viz Obrazek 1.2). Inhibitory typu II jsou tudiz selektivnéjsi a jsou predmétem pro vyvoj
novych inhibitort. Kinasy jsou nasledné aktivni pii motivu DFG-in a inaktivni pfi motivu DFG-
out [6, 8]. Kromé pretoeni motivu DFG byly pozorovany 1 dalsi konformaéni zmény mezi
aktivni a inaktivni konformaci kinas. V aktivnim stavu aspartat DFG motivu smétuje do ATP-
vazebného mista a koordinuje dva Mg? " ionty. Spolu s aktivaéni smyckou vykazujici otevienou
konformaci, a aC helix, se v aktivni konformaci ota¢i dovnitt smérem k aktivnimu mistu, spolu
s charakteristickou interakci iontového paru mezi konzervovanym Glu aC helixu a Lys 3.
Mechanismus autoinhibice n¢kterych kinas vSak neni doposud objasnén.

Existuji dalsi dva typy inhibitort, inhibitory typu III a IV. Inhibitory typu III se vazou do
alosterického mista naproti ATP vazebnému mistu a tim vyvolavaji konformacni zmény
aktivacni smycky a néasledné aC helix zaujima inaktivni konformaci. Inhibitory typu IV se
vazou do jakéhokoliv alosterického mista vzdaleného od ATP vazebného mista a indukuji
konformacéni zmény vedouci k inaktivaci kinasy [6].

oC-Helix aC-Helix

DFG-out conformation

DFG-in conformation

\

ﬁ;\\\ )

\
Allosteric Pocket

7 I 1.'_,)' Y4)

ATP Pocket » A
A . I / ATP Pocket

-~

3,8

‘CraiT 4

Obrazek 1.2- Struktura DFG-in (vlevo) a DFG-out motivu (vpravo). Prevzato z [6].
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1.2 Ca’ signalni driaha

Véapenaty kation (Ca®") je bézny posel, ktery reguluje mnoho procesii v bufice, napf.
kontrakce, sekrece, synapticky pienos a transkripci (viz Obrazek 1.3). Regulace koncentrace
Ca®" je spojena s aktivitou transmembranovych kanal a ukladanim Ca®" do organel, kterym je

napt. endoplazmatické retikulum (ER), ve svalech sarkoplazmatické retikulum (SR) [9].

Synapticky prenos

Fosforylaée proteinu Regulace

Jadro

DOOO(%OOOOO(

Genova transkripce
Obrazek 1.3 - Prenos signadlu rizeny Ca2+ kanalky. Prevzato z [13].

Existuji rizné typy véapnikovych kanalt. Typ L, ktery se nalez4 v srde€nim, hladkém a
kosternim svalstvu, je typicky pro svou dlouhou aktivaci [10]. Typ P je nazyvan podle umisténi
kanalku v Purkyného bunikach [11]. Typ P mé4 obdobnou roli jako kanaly typu N pfi uvoliovani
neurotransmiterd [12] a typ T se podili na excitaci neurond [13]. Dale existuji kanaly typu R,
které¢ se nalézaji v neuronech a jsou senzitivni na peptidovou slozku SNX-482 obsazenou
v pavoucim jedu [14]. Tento typ je také nezbytny pro sekreci somatostatinu, ktery reguluje
sekreci glukagonu a inzulinu [15]. Kanaly typu Q se vyskytuji v neuronech v mozku a jsou
velice podobné kanalu P [16].

Pii zméné koncentrace Ca®" je vyslan signal po signalnich drahach do cilové oblasti, ktera
poté reaguje uréitou odpovédi. Jedna z nich je Ca?"/kalmodulin signalni draha. Pfi zvyseni
mnozstvi intracelularnich kationtli vapniku dochazi k aktivaci kalmodulinu. Kalmodulin je
tvofen dvéma laloky, které jsou spojeny helixem. Laloky obsahuji tzv. helix-loop-helix motiv
a kazdy lalok je schopen vézat dva ionty Ca®" (Obrazek 1.4 na strané 13). Pfi nizké koncentraci
Ca?*, N-konec kalmodulinu zaujima uzavienou konformaci, zatimco C-koncovy lalok zlistava
v polooteviené konformaci. Zvyseni intracelularniho Ca** vede k vazbé Ca** na CaM, coz
indukuje konformacni zménu obou lalokii do otevienéjsi pozice. Tato konformace vystavuje
hydrofobni ¢&ésti, které podporuji interakce s cilovymi proteiny. Sroubovice spojujici obé
domény umoziiuje komplexu Ca?*/CaM zaujmout fadu réiznych flexibilnich konformaci,
z nichz kazda je jedine¢na pro rozpoznani a regulaci specifického substratu. Mezi vazebné
partnery CaM patii i kalmodulin-dependentni kinasy, CaMKK1 a CaMKK2 [17].
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Pii zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych kationti dochazi k aktivaci CaMKK
prostfednictvim vazby komplexu Ca?*/kalmodulin na C-koncovy segment CaMKK, coz uvolni
autoihibici pferusenim interakci autoinhibi¢niho segmentu s aktivnim centrem kinasy [19].

Obrazek 1.4- Sekundarni struktura kalmodulinu (modre) s navazanymi vapenatymi ionty (zelené). Krystalova struk-
tura pievzata z PDB databdze pod kédem 10SA. RozliSeni struktury 1, 68 A. Rezidua 2-149. Vizualizovano pomci pro-
gramu PyMol [18].

1.3 CaMKK2

Ca? */kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasa 2 (CaMKK2) patfi do rodiny serin/
threonin kinas, kterd po zvySeni koncentrace intracelularniho Ca?* je aktivovana
vazbou kalmodulinu (viz Obrazek 1.5). Nasledn¢é dochézi k reguluci CaMK 1, CaMK4, AMPK,
PKB a histon deacetylasy Sirt1 signalni drahy, které kontroluji fyziologicky dulezité neuronové
procesy, mezi které patii naptiklad bunécny rist a apoptosa. Pti dysregulaci CaMKK2 dochazi
k onemocnénim jako je schizofrenie, bipolarni porucha, neurodegenerace a rakovina [20, 21].

WAT

Pankreas

Aminokyseliny
Adip‘igenni
stimuly

Inzulin

Cytoplasma

5. 50@ /

'ff:aMKIV];
Trarislace .
PtirGstek kostni hmoty  Glukoneogeze - Pamét
Neurotrofni funkce - . Kantrola chuti k jidlu Rist bunék

Obrazek 1.5 - Znazornéni aktivace CaMMK?2 a nasledna fosforylace jeho vazebnych partnerii. INSR-inzulinovy receptor.
GhSR -receptor riistového hormonu, TLR4- Toll-like receptor 4. WAT- bila tukova tkan, LPS- lipopolysacharidy, SLC- Solut

Carrier, prenaSec rozpustené latky. GLUT- glukozovy transporter Prevzato z [17].
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1.3.1 Struktura a vlastnost CaMKK2

CaMKK?2 obsahuje 588 aminokyselin. Nejdelsi usek, ktery se doposud podaftilo
vykrystalizovat, je dlouhy 291 aminokyselin a zahrnuje rezidua 158 az 448 (viz Obrazek 1.7).
Kinasova doména obsahuje rezidua 165-446. Autoinhibi¢ni doména se Castecné prekryva
s kalmodulin vazebnou doménou a C-konec je velice flexibilni. Struktura CaMKK2 je
zobrazena na Obrazku 1.6.

©
& @
ANIPNEES

?9 0 i

165 204 226 328 353 446

AID CaM-binding site
(472-477) (475-500)

Obrazek 1.6 - Struktura CaMKK?2. KD predstavuje kinasovou doménu. RP je doména bohata na arginin a prolin. AS
predstavuje aktivacni segment. AID je autoinhibicni doména, ktera se castecné prekryva s kalmodulin vazebnou dome-

nou.Prevzato z [22].

Aktivita CaMKK2 je regulovana vazbou kalmodulinu a fosforylaci. Nékterd fosforylacni
mista jsou modifikovana cyklin-dependentni kinasou 5 (CDKS5) a glykogensyntasou kinasou 3
(GSK3) [22]. Jin4 fosforyla¢ni mista podléhaji autofosforylaci. V klidovém stavu autoinhibi¢ni
doména stéricky brani aktivni misto. Pfi interakci skalmodulinem CaMKK2 podléha
konforma¢ni zméné a nasledné autofosforylaci na threoninu 85 a 482 [19, 20, 23]. Tyto
autofosforylace zvySuji aktivitu CaMKK2. Studie naznalily, ze Ala329 je zodpovédny za
aktivitu CAMKK?2 pii vazbé s kalmodulinem, jelikoz mutace tohoto rezidua (A329T) vedla ke
ztraté schopnosti aktivace v pfitomnosti kalmodulinu. Autonomni aktivita byla rovnéz
potlacena mutaci glycinu 87 a argininu 139, jelikoz mutantni formy CaMKK2 G87R a R139W
nebyly schopné fosforylat AMPK [20]. Dalsi dulezitou oblasti, kterd je odpovédna za
katalytickou aktivitu je tzv. RP doména [23]. Tato doména je nezbytna pro aktivaci CaMK4 a
CaMK1, na zaklad¢ fosforylace threoninu v aktivaéni smycce, ale neni podstatnd pro
autofosforylaci a aktivaci PKB [21]. Pfi vazbé CaMKK2 s AMPK v ptitomnosti kalmodulinu
dochdzi ke tvorbé stabilniho komplexu pomoci kinasovych domén. Komplex
CaMKK?2/CaM/AMPK je regulovan Ca**, ale neni regulovan AMP. Tyto poznatky naznadily,

Obrazek 1.7 - Krystalova struktura CaMKK?2. Vizualizovano v programu PyMOL. Struktura pievzata
z PDB databdze pod kédem 5UY6. Rozliseni je 1,7A. Rezidua 161-449
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ze aktivovand CaMKK2 muze pulsobit jako molekuldrni piepina¢ mezi drahou
CaMKK2/AMPK nebo CaMKK?2/CaMK [23].

1.3.2 Biologicka funkce

Nejveétsi exprese CaMKK?2 probihd v mozku, piicemz dysregulace CaMKK2 je povazovana
za zakladni faktor vedouci k Alzheimerové chorobé (AD). CaMKK?2 je také obsazena
v ledvinach, jatrech a svalech [24]. Tato kinasa ma rovnéz vliv na vyvoj a rozvétveni neuritil
prostiednictvim PKA, ktera reguluje sestiih CaMKK?2 za vzniku dvou odlisn¢ fosforylovanych
variant, pficemz kazda varianta odliSné moduluje neuronalni diferenciaci [25]. Kaskada
CaMKK / CaMK4 muze stimulovat transkripci genti prostfednictvim fosforylace Ser133 a to
muze hrat roli v uceni a paméti [21].

Ve svalech CaMKK?2 ovliviiuje aktivitu AMPK. Svalové vlakno je tvofeno myofibrily, které
obsahuje proteiny aktin a myosin. Pfi stahu svalu se délka vlakna zkracuje, jelikoz se aktinova
a myosinova filamenta vzdjemné zasouvaji. Tato vldkna maji také za nésledek pohyb a
pfitahovani buné€k. Polymerace a odbouravani aktinovych vlaken je zavisld na VASP proteinu
(z angl. Vasodilator-stimulating phoshoprotein). VASP protein je fosforylovan pomoci AMPK,
ktera je regulovana fosforylaci CaMKK2. Tato draha je znazorné€na na Obrazku 1.8. Inhibice
CaMKK?2 méla negativni dopad na fosforylaci AMPK vedouci ke ztraté fokalni adheze [26].

Nizké myosin II- Vysoké myosin II-
zprostfedkované napéti zprostfedkované napéti
o Q =
Q QO - o QN }gg
. »@ olaQ g lgr "

& © PR of

Q—
2 & —
N = ey

<

Inhibice polymerizace

Polymerizace aktinu .
aktinu

CJ Fokalni adheze 2 Ca’kanal

Myosin II
B Myosin &> CaMKK2
ossgss Aktin
@57 AMPK
&> CaM

Obrazek 1.8 - CaMKK?2 / AMPK signalni draha pri adhezi. CaMKK?2 reguluje AMPK, kterd nasledné fosforyluje
VASP). CaM — kalmodulin, VASP (z angl. Vasodilator-stimulating phoshoprotein). Prevzato z [26].

Dysregulace CaMKK2 je kromé paméti a AD spojovana s bipolarnimi poruchami, depresi,
bunéénym vyvojem, regulaci energie a chuti k jidlu, rakovinou prostaty a plic, sekreci inzulinu
a dalSimi d¢ji [17, 27, 28].

1.3.3 Regulace
CaMKK2 je regulovana dvéma zpusoby jez jsou znazornény na Obrazku 1.9. Prvni z nich
je vazba s CaM a nasledna autofosforylace, pii¢emz dojde ke zvySeni aktivity CaMKK?2 [13].
Druhy zpusob regulace CaMKK?2 je fosforylace prostiednictvim jinych kinas. CDKS a
GSK3 jsou zodpoveédné za fosforylaci serinu 129, 133 a 137 vedouci ke sniZeni aktivity [29].
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CaMKK?2 také obsahuje Ctyfi fosforylacni mista pro cAMP-dependentni proteinkinasu A,
Ser100, Thr145, Serd95 a Ser511, jejichz modifikace méla za nasledek inhibici CaMKK2.
Studie naznacily, ze DAPK se muze podilet také na fosforylaci Ser511 [30].

Ser100 a Ser511 jsou vysoce konzervovand rezidua, ktera v izoform¢ CaMKK1
zprostiedkovavaji vazbu s proteinem 14-3-3, coz ma za nasledek snizeni aktivity CaMKKI.
Stejny efekt by mohla mit i tvorba komplexu mezi CaMKK2 a proteinem 14-3-3 [31]. Tvorba
tohoto komplexu vedla ke snizeni aktivity CaMKK?2, ale mechanismus tohoto procesu nebyl
zatim objasnén. Nabizi se n¢kolik alternativ. Vazba 14-3-3 mize ovlivnit konformaci aktivniho
mista CaMKK2 nebo zménit jeho pfistupnost. Dal$i moznosti mtize byt, ze vazba proteinu 14-
3-3 ovliviiuje interakce v kinasové doméné, nebo chrani CaMKK?2 pted defosforylaci. Tato
vazba miZze také zabranit vazb€ s kalmodulinem. Bylo potvrzené, Ze oba seriny, Ser100 a
Ser511, se vazby s proteinem 14-3-3 Ucastni [32].

FcR Integrin TLR Gq VvDCC Adenylate cyclase

) Cca2t/CaM

&
& =IO

N

Obrdzek 1.9 - Regulace CaMKK?2. Aktivace Ca2*/CaM, a inhibice GSK3, CDK5 a PKA. Ddle je zndzornéna akti-
vace CaMKI, CaMKIV a AMPK. VDDC — voltage-dependent calcium chanel ( kandl zavisli na napéti vapniku), FcR —

Fe-receptor, ITAM- Imunoreceptorovy aktivacni motiv zalozeny na tyrosinu 18. Prevzato z [23].

1.4 Protein 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou skupinou regulac¢nich molekul, které jsou exprimovany ve vSech
eukaryotickych bunikach. Vyraznym rysem proteint 14-3-3 je jejich schopnost vazat mnozstvi
funkén€ odliSnych signalnich proteinli jako jsou kinasy, fosfatasy a transmembranové
receptory. Protein 14-3-3 hraje roli v Zivotné diilezitych regulacnich procesech, jako naptiklad
kontrola bunécného cyklu nebo apoptasa. Nazev je odvozen od migra¢niho obrazce na
dvourozmérné DEAE-celulosové chromatografii a na Skrobové elektroforéze [33].

Doposud bylo u savct popsano sedm isoforem (B,y,€,0,t,,n) [34] a u kvasinek dvé (Bmhl
a Bmh2) [35]. Proteiny 14-3-3 existuji jako homodimery i heterodimery s monomerni
molekulovou hmotnosti ptiblizné 30 000 Da. Vyjimkou je isoforma o, ktera spiSe tvoii pouze
homodimery. Izoelektricky bod se pohybuje v kyselejsi oblasti okolo hodnot 4-5 [34, 35].
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Protomer obsahuje devét antiparalelnich helixt [33] a celkovy tvar dimeru pfipomina
kalisek. Struktura je velmi rigidni s vyjimkou karboxylového konce, ktery je flexibilni. Vnitini
struktura protein 14-3-3 je velice konzervovana (viz Obrazek 1.10) [38]. Proteiny 14-3-3 tvoii
komplexy se signalnimi proteiny obsahujici fosforylovany serin/threonin v typickém motivu.
Rozpoznavaji se dva typy motivii: RSXpSXP a RXXXpSXP, kde pS predstavuje fosfoserin, R
je arginin, P- prolin a X jakdkoliv aminokyselina[34, 38].

Bl is]4]5]¢ |7 Pl kKonzervované

Obrazek 1.10 Vievo porovnani sekvence evolucné odlisnych protein 14-3-3 (Bmhl), protein 14-3-3¢ (octomilka
obecna), protein 14-3-3 { (lidska), protein 14-3-3 isoforma 1 (had'atko obecné). Fialové zachovala sekvence, modra mi-
nimalni sekvencni podobnost. Prevzato z [38]. Vpravo struktura lidského protein 14-3-3 1, prevzato z PDB databdze pod
kédem 51QP. Vizualizovano v programu PyMOL [18].

Byly navrZeny tfi mechanismy regulace substrati. Prvni moZnosti je, ze protein 14-3-3
zméni konformaci cilového proteinu. Vazba proteinu 14-3-3 na substrat mize bud’ blokovat
vazbu dalSiho proteinu nebo chranit signalni sekvence substratu a tak ovliviiovat jeho
lokalizaci. Jednim z piikladl jsou histon deacetylasy ttidy II (HDAC). Po fosforylaci se
proteiny 14-3-3 vazou na HDAC. Tato vazba vede k jejich pfemisténi z jadra do cytoplazmy.
Pficinnou zmény lokalizace je maskovani blizké nuklearni lokalizani sekvence (NLS)
sousedici s vazebnym mistem proteinu 14-3-3. Po odstranéni jaderné exportni sekvence (NES),
zustal protein v jadfe 1 pfes vazbu proteinu 14-3-3, coZ dokazuje, Ze vazba proteinu 14-3-3
zptistupniuje NES na C-konci. Protein 14-3-3 také mulze byt soucéasti takzvaného
,,molekulového leSeni®, které je typické pro signalni drahy [33, 38].

Ackoliv je hodné piikladd, jak proteiny 14-3-3 reguluji své substraty, o regulaci samotnych
proteini 14-3-3 toho neni moc znamo [38, 39]. Konkrétni isoformy proteinu 14-3-3 jsou
spojovany s riznymi onemocnénimi. Jako piiklad 1ze uvést isoformu o, kterd je spojena

s rakovinou prsu [40] a { spojenou s neurologickymi poruchami [41].
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2 Cile prace

>

Pfipravit lidskou Ca**/kalmodulin-dependetni kinasu kinasu 2 (rezidua 93-517),
obsahujici mutace T145A, D330A, S495A (CaMKK2-S100,S511)

Ptipravit kalmodulin a protein 14-3-3yAC (Rezidua 1-234)
Ptipravit katalytickou doménu cAMP-dependentni proteinkinasy A (PKA)

Optimalizovat protokol pro fosforylaci lidské CaMKK2-S100,S511 pomoci PKA a
DAPK?2 (Death-associated proteinkinase 2)

Charakterizovat stabilitu a stechiometrii komplexu mezi fosforylovanou CaMKK2-
S100,S511 a proteinem 14-3-3yAC pomoci analytické ultracentrifugace
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3 Chemikalie

1,4-AIthIOTIIEILOL. ... e e et e e e e e e e eanaes Sigma-Aldrich, USA
Sada ADP-GI0™ KiNaSE ASSAY ....eccvverveererienreenieenreesesisesaessesseesseessesssesssessaensenns Promega, USA

ATP ettt et ettt ettt ettt e e nb e st e satesraenneenseenreenes Sigma-Aldrich, USA
Akrylamid/bisakrylamid 30% ROTIPHORESE® (37,5 : 1).cccovivineneniiieicienens Carl Roth, Némecko
010101 (631§ 1 LR Carl Roth, Némecko
AZIA SOANY .o aeen Penta, CR

Brillant Blau G250 ..ot Carl Roth, Némecko
bromfenolova MOAE .......cc.oeiiiiiiiieiee e Lachema

Coomassie Brilliant BIue R-250 .........cooooumiiiiiiiiiiieee e Carl Roth, Némecko
dihydrogenfosforetnan draselny ........c.ccoccooerieiiiinienieiiee e Penta, CR
dodecylsiran Sodny, SDS .......c.ccciiiiiieiieieee et Carl Roth, Némecko
111 17: 170 ) H SRR Lach-Ner, CR
fenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF .........ccoiooiiiiiiiiiieet e Carl Roth, Némecko
GIUKOSA ..ttt et st et e et et et e b e enbennaenneas Carl Roth, Némecko
Fed 1< (o) LSRR Carl Roth, Némecko
Fed 376314 PRSI Carl Roth, Némecko
hydrogenfosforecnan SOANY . ........cccovieiiiiieii e Penta, CR/Lachema
ChIOramIENIKOL .....ooiieieiiiiiiie et e e e e e e Carl Roth, Némecko
ChIOTId AraSEINY .....c.ceouieiiiiiiieee ettt Carl Roth, Némecko
ChIOTIA ROTEENALY ....c.veeevieeiieeiiciiecteete ettt et beesbeesbeeeeesneas Penta, CR

ChIOTid MANZANALY .....cvieeiiieiiciiecieeeete ettt et ste e e esbeesbeseaeneeas Penta, CR

ChIOTIA SOANY ...eovviiiiieiieie ettt ettt et e e ta et esbeesbeesbessnesenas Carl Roth, Némecko
ChIOTIA VAPENALY ...oviiiiiiiiiiiciieeieeie ettt ettt sttt e et e et be e beesbaesbassnesenas Lach-Ner, CR
11101 Ta F: V20 ) AU Carl Roth, Némecko
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid ..........ccecceeveerierierieieeeee e Carl Roth, Némecko
KANAMYCIN ...eeiiiiiieii ettt ettt ettt et et e s sreesneesneeeeenes Carl Roth, Némecko
kvasinkovy @Xtrakt ........ccoeoieiiiieiieeeee e Carl Roth, Némecko
kyselina ethylendiamintetra0CtOVA .........c.eevueeireiirieriieieeie e e Carl Roth, Némecko
KYSEIINA OCTOVA ...viiiieiiieiiieiieciieciie sttt ettt et et e et e e e esbeesaeseaeseaesseesseenseenns Penta, CR

LYSOSYIML .eiiiiiiieiieie ettt ettt et e et e b e s eaestaeste e seesseesseessessseeseesseensaessaessenssessnas Carl Roth, Némecko
medium Luria-Bertani...........ooiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee e Carl Roth, Némecko
10151720 0 To) HR RPN Penta, CR
PhOSAE™ AAL-T07 ..ottt aens NARD

PETSUIFAL AIMOMNY ....cuiiiiiiiiiieiiet ettt st Sigma-Aldrich, USA
SITAN NOTECNALY . ..ottt ettt Penta, CR

SITAN TIKEINALY ..ottt Penta, CR

terrific broth (TB) MEdIUM.....c..couiiiiiiiiiiiiiiccrceeetee e Carl Roth, Némecko
tetramethylethylendiamin..........ccoceeiiiiiiiiiiieie e Carl Roth, Némecko
TRIS oot e et e e e et e e e e et r e e e eeanaaes Carl Roth, Némecko
TRIS-hydroChIOTid ........eieiieeiieeiieciie et e e e saaee e Carl Roth, Némecko
13017 011011 OO USRS Carl Roth, Némecko
B-mMerkaptoethanol .............coccvieiiiiiiieie ettt be e Carl Roth, Némecko
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4 Pftistroje

96-jamkova MIKIrOAEStICKA .......ccveviieriieiieie ettt GEHealthcare, USA
Centrifuga S804R ...oceviiiiiieeieeee e eeees Eppendorf, Némecko
Centrifuga Sigma 8K .........cciiiiiieieiieieete ettt Sigma, Némecko
Centrifuga Z323K ...oiiiieiicecieeet ettt nnees Hermle, Némecko
Dialyzacni membrana, typ 27/32 (cut off 14000) .......cooeeiieiieiiiieieieeeeee Carl Roth GmbH, Némecko
HPLC oottt Watrex, CR
Koncentrator VivaspinTurbo.........cocevieriiiiiiiiiiiiieeceeee e Biovendor, CR
Magneticka michacka Variomag..........cccccooeeiiiiiiiinienieeeeee e P-Lab, CR
Mikrodestickova ¢tecka Infinite M200 PRO.........ccoooieviieriieiieiecece e Tecan, Svycarsko
NanoPhotometer P-CIass P 300 ......cccooviiiiiiiiiiiiieeeee e IMPLEN, Némecko
Peristaltickd pumpa ROArUS.........ccveviieiiieiiiieiie sttt VWR, USA

PH MEtr 3505 JENWAY ....cccvieiiiiieiieiiereesie ettt ettt steesteebeebeebeeaeseaesaeesaeeseenseens P-Lab, CR

Souprava na eleKtrofOréZU ..........cccveviieviieiiiiecieieeeie et eeens Bio-Rad, USA
SONIKALOr Q700 ...ceviiiiieeiieeiteeiee et eee ettt e e str e et e e st e et e et eesbeesbeesaaeesbaennaaees QSonica, USA
Spektrofluorimetr PCT ..o ISS, USA
ProteomLabTM XL-I analytickd centrifuga...........ccoeverieiieiieiineie e Beckman Coulter, USA
NS 50016) o) (o) O RPRRRRRRRN Grant, UK

Inkubator Gallenkamp Orbital Incubator ...........cccooieiiiiiiiiiieeeeee, Gemini BV, Holandsko
Inkubator Multitron INfOrS .........c.cccvevieiiieciiiiecie et AG, Svycarsko
Vertikalni €leKtrofOrESa ......ooivvuviiiiiieieeeeee et e Bio-Rad, USA

Vodni [4zeft SSB AQUA PTO ....ccviiiiiiiiieicececeeeteeee e s Grant, UK
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5 Metody

5.1 Zasobni roztoky

V priibéhu kultivace bunék a purifikace proteini byly pouzity zdsobni roztoky, jejichz slo-

zeni je uvedeno v Tabulkach 5.1 az 5.4.

Tabulka 5.1 - SloZeni pufiru pro elektroforézu

4 x Separacni pufr 4 x Zavadéci pufr 10x pufr pro elektroforézu
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 0,5M Tris-HCI, pH 6.8 0,24M Tris
0,4 % SDS 0,4 % SDS 1,9M Glycin
dH>0 dH20 1% SDS
dH>O

Tabulka 5.2 - Pufr pro p¥ipravu vzorku na SDS-PAGE

5 x Pufr pro pripravu vzorku
60mM Tris — HCI, pH = 6,8
5% 2-merkaptoethanol

0,1% bromfenolova modf
25% glycerol

5% SDS

dH>O

Tabulka 5.3 - SloZeni zdasobniho roztoku PBS a regeneracniho roztoku

Regeneracni roztok pro
10 x PBS (pH=17,4)

matrici Chelating Fast Flow

20x NPS 50x 5052

1,36M NaCl 50mM EDTA
0,0268M KCl 0,5 M NaCl
0,081 M NaHPOq4

0,0176M KH>HPO4

NaNj3

dH.O

Tabulka 5.4 - SloZeni médii pro E.Coli

LB Medium pro E. Coli (11)

50mM Na;HPOs 0,5% glycerol
50mM KH,HPO4 0,05% glukosa
SmM NaxSO4 0,02% galaktosa
1M MgSO4

Autoindukéni medium (11)

LB Broth (Luria/Miller) 25¢g
Deionizovana voda 11
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5.2 SloZeni gelii

Pro ovétovani Cistoty proteinu je pouzita metoda SDS-PAGE. Slozeni gelt a pufra pro
SDS-PAGE je uvedeno v Tabulce 5.5 az 5.7.

Tabulka 5.5 - SloZeni separacniho SDS polyakrylamidového gelu

Separacéni SDS polyakrylamidovy gel

12% 15%
Akrylamid/Bis-akrylamid 4 ml 5 ml
1,5M Tris-HCI (pH=8.8) 2,5ml 2,5 ml
SDS (10%) 100 pl 100 pl
H>O 3,5ml 2,5 ml
10% Persulfat amonny 50 ul 50 ul
TEMED S5ul S5ul
Celkovy objem 10 ml 10 ml

Tabulka 5.6 - SloZeni separacniho SDS polyakrylamidového gelu s 50uM phos-tag

Separacni polyakrylamidovy S50uM phos-tag gel

12%
Akrylamid/Bis-akrylamid 4 ml
1,5M Tris-HCI (8.8) 2,5 ml
SDS (10%) 100 pl
H>O 3,15 ml
SmM Phos-tag 100 pl
10mM MnCl, 100 pl
10% Persulfat amonny 60 ul
TEMED 12 pl
Celkovy objem 10 ml
Tabulka 5.7 - SloZeni zavadéciho gelu

Zavadéci gel

Akrylamid/Bis-akrylamid 0,3 ml

0,5M Tris-HCI (6,8) 0,5 ml

SDS (10%) 20 pl

H>O 1,168 ml

10% Persulfat amonny 24 ul

TEMED 2 ul

Celkovy objem 2 ml
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5.3 Exprese a purifikace TEV proteasy

5.3.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

TEV proteasa ma molekulovou hmotnost 29 kDa a € = 1,24 mg/ml. Roztok obsahujici
5 ml LB média (slozeni viz tabulka 5.4, str. 21), ampicilin o findlni koncentraci 100 pg/ml,
chloramphenicol o koncentraci 34 pg/ml a buniky E.Coli BL21(DE3)RIL s plazmidovou DNA
viru tabakové mozaiky (TEV) a s histidinovou kotvou na N-konci byl inkubovan po dobu 15
hodin pti 190 rpm a 37 °C v orbitalnim inkubatoru. Do 900 ml LB média obsahujiciho ampicilin
o findlni koncentraci 100 pg/ml a chloramphenicol o finalni koncentraci 34 pg/ml bylo
pieneseno 5 ml narostlé kultury. Nasledovala inkubace v orbitalnim inkubatoru Multitron pfi
37 °C a 210 rpm, neZ opticka hustota pfi 600 nm (ODgoo) dosahla hodnoty 0,6 cm™. Poté byla
teplota snizena na 30 °C. Po dosazeni ODgoo = 0,8 cm™! bylo ptidano IPTG o finélni koncentraci
100 pmol/dm? a inkubace pokragovala pfi snizené teploté po dobu 15 hodin. Poté byly kultury
prelity do 900ml kyvet a centrifugovany rychlosti 2073 g pti 4 °C po dobu 20 minut. Nasledné
byla kazda peleta resuspendovana ve 40 ml lyzacniho pufru (slozeni viz Tabulka 5.8). Lyzat
byl zmrazen na teplotu -80 °C.

Tabulka 5.8 - SloZeni lyzacniho pufru

Lyzaéni pufr
1x PBS

2mM imidazol
IM NaCl
4mM BME

5.3.2 Sonikace

Sonikace je pulsovd metoda, kterd vyuziva ultrazvuk k rozbijeni bunécné stény. Po
rozmrazeni lyzatu byly bunky inkubovany po dobu 20 minut s lysozymem o finalni koncentraci
0,1pg/ml. Nésledné byly buniky vystaveny ultrazvuku pii néasledujicim programu: 20 minut
celkoveho Casu Cisté sonikace, kde se stfidaly intervaly 15 s zapnuto, 45 s vypnuto, pii vykonu
45-50 W. Nasledn¢ byl sonikat centrifugovan pii 19561 g po dobu 45 minut pfi teploté 4 °C.

Dale se pracovalo se supernatantem.

5.3.3 Niklova chelata¢ni chromatografie a dialyza
Niklova chelata¢ni chromatografie patfi mezi afinitni chromatografie, kde se vyuziva vazby
kov-ligand. Na matrici Chelating Sepharosu Fast Flow se navaZou nikelnaté ionty, které na
zakladé donor-akceptorové vazby interaguji s histidiny proteint. Cim vice histidinti za sebou,
tim je afinita vétsi, proto se do purifikovaného proteinu zavede tzv. His-tag kotva, ktera obsa-
huje $est za sebou jdoucich histidinti. Imidazol, ktery se také vaze na Ni** ionty je pouzit k eluci
proteinu.. Pro regeneraci kolony se matrice promyje roztokem obsahujici EDTA, ktera na sebe
navaze nikelnaté ionty. Poté se kolona uchovava ve 20% EtOH pii 7 °C.
Na purifikaci TEV proteasy z 1 1 kultury bylo pouzito 3 ml matrice Chelating Sepharosy
Fast Flow. Sepharosa byla promyta v nésledujicim potadi: 15 ml destilované vody, 20 ml 0,1M
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NiSOs, 15 ml dH20, 15 ml pufru E. Nésledovala adsorbce sonikatu na matrici a poté byla
matrice promyta 300 ml 10% F v pufru E. Dal§im krokem byla eluce 20 ml pufru F a poté byla
provedena SDS-PAGE. Frakce obsahujici protein v dostatecné Cistot¢ byly sjednoceny.
Nasledovala dialyza po dobu 15 hodin a gelova permeacni chromatografie. Slozeni pufru E, F
a dialyza¢niho pufru je uvedeno v Tabulce 5.9.

Tabulka 5.9 - SloZeni pufirii E, F a dialyzacniho pufru

Niklova chelatac¢ni chromatografie Dialyzacni pufr O/N 4 °C
Pufr E Pufr F 50mM Tris-HCI, pH7,5

1x PBS Ix PBS SmM EDTA, pH=8

0,5M NaCl 0,5 M NaCl 0,5M NacCl

ImM imidazol 600 mM imidazol 4mM BME

2mM BME 2mM BME 10% glycerol

5.3.4 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC) je metoda, kterda oddéluje latky na zaklade
jejich molekulové hmotnosti, velikosti a tvaru. Kvalita separace zavisi na objemu vzorku,
rychlosti pritoku a typu kolony. Kolona je tvofena stacionarni fazi, ktera obsahuje porézni gel,
amobilni fazi. Stacionarni fazi mohou byt rizné gely napt. Sephadex, ktery je tvofen z dextranu
nebo Sepharosa, kterd je z agarosy. Mobilni fazi je pufr.

Pro gelovou permeacni chromatografii byla pouzita kolona Superdex® Increase 75 10/300
GL. Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min.Vzorek byl zakoncentrovan na 0,5 ml s pouZitim kon-
centratoru s cut-off 10 kDa. Po oddé€leni necistot byly vzorky obsahujici protein analyzovany
pomoci SDS-PAGE pro kontrolu ¢istoty. V tomto ptipadé byl pouzit 15% SDS-polyakrylami-
dovy gel. Elektroforéza probihala po dobu 50 minut pii napéti 200 V. Do prvni jamky byl na-
nesen standard molekulovych vah o objemu 5 pl. Dalsi jamky obsahovaly 2 pl vzorku, 8 pl
vody a 2 ul 5x pufru pro ptipravu vzorku. Frakce obsahujici TEV proteasu s dostate¢nou Cis-
totou byly sjednoceny a protein byl ziedén na vyslednou koncentraci 0,838 mg/ml a zamrazen
ve frakci o objemu jednoho mililitru. SloZeni pufru pro gelovou permeacni chromatografii je
uvedeno v Tabulce 5.10. Aktivita TEV proteasy pti koncentraci 0,838mg/ml je stanovena na
250 U/mg proteinu, kde 1U = 0,125pl.

Tabulka 5.10 - Pufr pro gelovou permeacni chromatografii

Pufr pro GPC

50mM Tris-HCI1 pH7,5
10% glycerol

ImM EDTA

5SmM DTT
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5.4 Exprese a purifikace cAMP-dependentni proten kinasy A (PKA)

5.4.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

PKA ma molekulovou hmotnost 43 kDa a molarni absorpéni koeficient proteinu
v redukovaném stavu je 53860 M™! cm™!. Parametry byly ziskany pomoci programu Protparam
na strance expasy.org [42]. DNA cAMP-dependentni proteinkinasy A ve vektoru pET15b byla
transformovana do bunék BL21(DE3).

Smés tvorena ze 3 pl plasmidové DNA s vektorem pET15b a 30 pl kompetentnich
bun¢k BL21(DE3), byla inkubovana 20 minut na ledu. Nésledné byl proveden teplotni Sok, kdy
byla smés ponechédna 45 s ve vodni 1azni ohtaté na teplotu 42 °C. Nasledovalo rychlé zchlazeni
na ledu a pfidani 300 pl LB média (slozeni viz Tabulka 5.4, str. 21) bez antibiotika. Smés byla
ponechana 1 hodinu v orbitalnim inkubatoru pii 190 rpm a 37 °C a nasledné byla pienesena na
agarovou misku, obsahujici LB-agar a ampicilin. Miska byla inkubovana pii teploté 37 °C po
dobu 15 hodin a narostlé kolonie byly pfeneseny do 5 ml LB média obsahujici ampicilin o
koncentraci 100 pg/ml. Z narostlé kultury byla izolovana DNA pomoci komer¢ni sady GenelJet
Plasmid miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) a odeslana pro kontrolu na sekvenaci do firmy
Eurofins Scientific [43]. Déle byl vytvofen zasobni glycerolovy roztok obsahujici smés 700 pl
narostlé kultury a 300 ul glycerolu.

Po zkontrolovani sekvenované DNA byl vytvofen roztok obsahujici 5 ml LB média
(slozeni viz Tabulka 5.4, str. 21), ampicilin o finalni koncentraci 100 pg/ml a 10 pl zasobniho
glycerolového roztoku. Nasledné byl roztok inkubovan po dobu 15 hodin pti 190 rpm a 37 °C
v orbitalnim inkubatoru. Do 900 ml LB média, obsahujiciho ampicilin o findlni koncentraci 100
pg/ml bylo pieneseno 5 ml narostlé kultury. Nasledovala inkubace v orbitdlnim inkubatoru
Multitron pii 37 °C a 210 rpm do ODeoo = 0,5 cm™!, poté byla teplota snizena na 18 °C. Po
dosazeni ODgoo = 0,8 cm™! bylo ptiddno IPTG o findlni koncentraci 100 umol/dm?® a inkubace
pokracovala pii sniZzené teploté po dobu 15 hodin. Poté byly kultury pielity do 900ml kyvet a
centrifugovany rychlosti 2073 g pti 4 °C po dobu 20 minut. Kazda peleta byla resuspendovana
v 50 ml lyza¢niho pufru a suspenze byla zmrazena na teplotu -80 °C. SloZeni lyza¢niho pufru
po optimalizaci obsahuje Tabulka 5.11.

Tabulka 5.11 - SloZeni lyzacéniho pufru pro PKA

Lyzaéni pufr
Ix PBS

10mM imidazol
IM NacCl

4mM BME

5.4.2 Sonikace a niklova chelata¢ni chromatografie
Po rozmrazeni bakteridlni kultury byly buriky inkubovany po dobu 20 minut s lysozymem o
finélni koncentraci 0,1 pg/ml. K bunééné suspenzi byl ptidan inhibitor serinovych proteas,
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PMSF, o findlni koncentraci 0,1 mmol/dm® a buriky byly vystaveny ultrazvuku pii nasledujicim
programu: 20 minut celkového Casu Cisté sonikace, kde se stiidaly intervaly 3 s zapnuto, 17
s vypnuto, pii vykonu 50-60 W. Nasledn¢ byl sonikat centrifugovan pii 19561 g po dobu 45
minut pii teploté 4 °C. Pro izolaci proteinu byl pouzit sepernatant.

Na purifikaci PKA z bun¢k ziskanych z 1 LB média bylo pouzito 0,5 ml matrice Chelating
Sepharosy Fast Flow. Sepharosa byla promyta v nasledujicim potadi: 15 ml destilované vody,
20 ml 0,1M NiSOs, 15 ml dH20, 15 ml pufru E. Nasledovala adsorbce sonikatu na matrici. Ke
zjisténi optimalnich podminek purifikace byla sledovana koncentracni zavislost imidazolu na
promyti a eluci proteinu. Nakonec byl vybran pufr na promyti obsahujici 20mM imidazol o
objemu 100 ml. Protein byl eluovan 7 ml elu¢niho pufru F, obsahujiciho 400mM imidazolu
Kvalita a ¢istota proteinu byla stanocena pomoci 12% SDS-PAGE. Frakce obsahujici protein
byly sjednoceny a nasledovala dialyza pii 4 °C po dobu 15 hodin a gelovd permeacni

chromatografie. SloZeni pufri je uvedeno v Tabulce 5.12.

Tabulka 5.12 - SloZeni pufiiu pro niklovou chelatacni chromatografii a dialyzu

Niklova chelata¢ni chromatografie Dialyzaéni pufr
Pufr E Pufr na promyti Pufr F 50mM Tris-HCL, pH7,5
1x PBS 1x PBS Ix PBS SmM EDTA, pH=8
0,5M NaCl 0,5 M NaCl 0,5 M NaCl 0,5M NaCl

20mM imidazol 20 mM imidazol 400 mM imidazol 4mM BME

2mM BME 2mM BME 2mM BME 10% glycerol

5.4.3 Gelova permeacni chromatografie

Po ukonceni dialyzy byla PKA zakoncentrovana na 2 ml s pouZitim koncentatoru
s propustnosti pro molekuly mensi neZ 30 kDa. PKA byla nasledné purifikovana pomoci gelové
permeacni chromatografie pti rychlosti pritoku 2 ml za minutu a s pouzitou kolonou HiLoad
26/600 Superdex® 75 pg. Slozeni pufru pro GPC je uvedeno 5.13. Po eluci PKA byly vzorky
analyzovany pomoci 12% SDS-PAGE. Na gel bylo naneseno 10 pl vzorku a 2 pl barviciho
pufru. Vzorky obsahuji ¢istou PKA byly sjednoceny a zakoncentrovany na koncentraci 60-80
umol/dm?. Nésledné byla stanovena kinasova aktivita a porovnana s komeréni PKA pomoci
komeréni sady ADP-GLO™ (Promega, USA).

Tabulka 5.13 Pufi pro gelovou permeacni chromatografii

GPC pufr

40 mM Tris-HCI, pH= 7,5
20mM MgCl

ImM EDTA

2mM DTT

10% glycerol
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5.4.4 Stanoveni kinasové aktivity proteinkinasy A pomoci sady ADP-GLO™

Stanoveni kinasove aktivity pomoci sady ADP-GLO je zaloZzeno na mnozstvi preménéného
ATP na ADP. Substratem pro PKA byl pouzit protein vazajici maltosu, MBP. Jako prvni byla
vytvotfena konverzni kiivka s 5%, 10%, 20% a 40% konverzi. Nasledn¢ byla zmétena spotfeba ATP
purifikované PKA a komer¢ni PKA. Stanoveni spotiebovaného ATP se provadi ve tiech krocich.
Prvni krok je inkubace kinasy se substratem. Pfi tomto kroku se spotiebovava ATP. V ramci
experimentu byly testovany dvé doby inkubace, 5 minut a 20 minut. Po inkubaci je kinasova reakce
ukoncena pfiddnim prvniho €inidla, které odbourava zbylé ATP v reakéni smési. Doporucena doba
ponechdni prvniho ¢inidla s reakéni smési je 40 minut. Po inkubaci je do reakce ptidano druhé, tzv.
kinasové detek¢ni ¢inidlo, které veskeré vzniklé ADP v prub¢hu kinasové reakce proméni v ATP a
toto nové vzniklé ATP je poté vyuzito k reakci s luciferinem za vzniku oxyluciferinu a
chemiluminiscen¢niho signalu, ktery je detekovan a je imérny spotfebovanému ATP v reakci.
Doporucena doba inkubace s kinasovym ¢inidlem je 30 minut.

Intenzita luminiscenéniho signalu byla méfena v 96-jamkové mikrodesticce pomoci
luminiscen¢ni ¢tecky Infinite M200 PRO. Kazdé¢ méfeni probihalo v triplikdtech a obsahovalo
kontrolu (viz Tabulka 5.14). Byl zvolen parametr mikridesticcy Corning 96 Flat Bottom White
Polystyrol [COS96fw.pdfx] v programu Tecan i-control, verze 1.8.50.0. Poté byla data
zprumérovana a odlehlé hodnoty byly vylouceny. Nasledn¢ byla sestrojena konverzni kiivka a byla
vypoctena aktivita proteinkinasy A. Pro ovéfeni stanovené aktivity byla provedena kontrola pomoci
12% SDS-PAGE obsahujici 5S0uM phos-tag, jehoz slozeni je uvedeno v Tabulce 5.6 na strané 22.

Tabulka 5.14 - SloZeni reakcni smési — kKPKA- 0,85 pM komeréni PKA, pPKA — 0,85 uM
purifikovand PKA, MBP — maltosu vazajici protein o koncentraci 1 mg/ml, pufr - 40 mM
Tris-HCI, pH= 7,5, 20mM MgCl,, 2mM DTT. Kontrola obsahuje vzorky bez substratu (ATP).

Inkubace | pPKA | kPKA | MBP | pufr | ATP | 1. ¢inidlo | 2. ¢inidlo

Frakce 1-3 . Sul | -—--- Sul | 10ul | 5ul

5 min
Frakce 4-6 Sul | --—--- Sul |15l | --—---
Frakce 7-9 _ Sul | --—--- Sul [ 10l | 5l

20 min
Frakce 10-12 Sl | - Sul |15l | --—--

25 ul 50 ul

Frakce 13-15 | - Sul Sul | 10ul | 5ul

5 min
Frakce 16-18 | | -——-- Sul Sul | 15ul | -----
Frakce 19-21 | - S5ul Sul |10l |5

20 min
Frakce 22-24 | | --—-- S5ul Sul |15l | --—---

5.5 Exprese a purifikace kalmodulinu (CaM)

5.5.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

Kalmodulin m4 molekulovou hmotnost 17 kDa a € = 2980 M! cm™!. Kalmodulin byl
transformovan do vektoru pET3a s rezistenci na ampicilin v buitkach BL21(DE3). Roztok
obsahujici 5 ml LB média (sloZeni viz Tabulka 5.4, str. 21), ampicilin o findlni koncentraci 100
pg/ml a 10 pl zasobniho glycerolového roztoku byl inkubovéan po dobu 15 hodin pfi 190 rpm a
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37 °C v orbitdlnim inkubatoru. Do 900 ml LB média, obsahujiciho ampicilin o finalni
koncentraci 100 pg/ml bylo pfeneseno 5 ml narostlé kultury. Nésledovala inkubace v orbitalnim
inkubatoru Multitron pii 37 °C a 210 rpm do ODeoo = 0,4 cm™!, poté byla teplota sniZena na
25 °C. Po dosazeni ODggo = 0,6 cm™ bylo pfiddno IPTG o finalni koncentraci 100 umol/dm? a
inkubace pokracovala pfi snizené teploté po dobu 20 hodin. Nasledné byly kultury ptelity do
900ml kyvet a centrifugovany rychlosti 2073 g pti 4 °C po dobu 20 minut. Kazda peleta byla
resuspendovana v 35 ml lyza¢niho pufru a nasledné byla suspenze zmrazena na teplotu -80 °C.
Slozeni lyza¢niho pufru obsahuje Tabulka 5.15.

Tabulka 5.15 - SloZeni lyzacniho pufru

Lyzaéni pufr pro CaM
50mM Tris-HCI, pH = 7,5
2mMM EDTA

2mM B-merkaptoethanol
dH>O

5.5.2 Sonikace

Po rozmraZeni resuspendovanych bunck byly builkky inkuboviny po dobu 20 minut
s lysozymem o finalni koncentraci 0,1pg/ml. Nasledné se ptidalo PMSF o finalni koncentraci
0,1 mmol/dm® a buriky byly vystaveny ultrazvuku pfi nasledujicim programu: 15 minut
celkového cCasu Cisté sonikace, kde se stiidaly intervaly 5 s zapnuto, 17 s vypnuto, pfi vykonu
50-60 W. Poté byl sonikat centrifugovan pifi 19561 g po dobu 45 minut pii teploté¢ 4 °C a
nasledné se do supernatantu ptidal chlorid vapenaty, jehoZz finalni koncentrace byla SmM. Poté
byl protein v supernatantu purifikovan pomoci chromatografie na fenylsepharose CL-4B.

5.5.3 Chromatografie zaloZena na hydrofobnich interakcich

Chromatografie zaloZzena na hydrofobnich interakci (HIC) vyuZiva matrici obsahujici
aromatické hydrofobni skupiny. Pro kalmodulin byla pouzita matrice Phe-Sepharosa CL-4B.

Hydrofébni ¢asti proteinu se snazi co nejméné interagovat s polarnim rozpoustédlem a
proto za¢nou interagovat s fenylovou skupinou na koloné. Cim vétsi ma rozpoustédlo iontovou
silu, tim je interakce s matrici siln€j$i. Protein je eluovan pfi snizeni iontové sily mobilni faze
nebo zménou pH, poptipadé€ lze pouzit detergent narusujici vazby mezi matrici a proteinem.

Kalmodulin po navazani vapniku méni konformaci a odkryva sva hydrofobni rezidua.
Diky velké iontové sile v pufru interaguje s fenyl-sepharosou. Po navazani kalmodulinu na
matrici je matrice promyta pufrem obsahujici 100mM NaCl a nasledné se kalmodulin eluuje
pomoci kyseliny ethylendiamintetraoctové. EDTA vyvaze véapnik, pficemz dojde ke zméné
konformace kalmodulinu, ktera vede ke schovani hydrofobnich rezidui.

Na purifikaci proteinu CaM z bunék ziskanych ze 4 1 LB byly pouzity 4 ml matrice Phe-

Sepharosy CL-4B. Matrice byla nejprve promyta 15 ml dH20, nasledné 3x20 ml pufrem A.
Poté byl adsorbovan sonikat, matrice byla promyta 2x20 ml pufrem B, 3x20 ml pufrem C a
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eluce byla provedena 20 ml pufrem D. SloZeni pufr obsahuje Tabulka 5.16. Nasledné byla
kolona regenerovana promytim vodou, 20 ml NaOH a uchovana ve 20% ethanolu pii 4 °C.
Tabulka 5.16 - SloZeni pufii pro HIC

Pufr A Pufr B Pufr C Pufr D

Zasobni roztok Vysledna koncentrace

IM Tris-HCI, pH =17,5 50mM 50mM 50mM 50mM
5M NaCl 100mM 100mM 500mM 100mM
IM CaCl, SmM ImM ImM e
0,5SM EDTA  eeeeee e e 1,5mM

Po eluci néasledovala kontrola Cistoty proteinu na 15% SDS-PAGE. Vzorky obsahovaly 10 pl
proteinu a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru. Po kontrole Cistoty a slouceni frakci byl protein

zakoncentrovan na 2 ml, pomoci koncentratoru s cut-off 10 kDa, a byla provedena gelova
permeacni chromatografie.

5.5.4 Gelova permeacni chromatografie

Pro purifikaci kalmodulinu byla pouzita kolona HiLoad® 26/600 Superdex® 75 pg. Pritok
byl nastaven na 2 ml/min. SloZeni pufru pro purifikaci proteinu pomoci gelové permeacni
chromatografie je obsazeno v Tabulce 5.17.

Tabulka 5.17 - SloZeni pufru pro GPC

Pufr pro GPC

20mM Tris-HCIL, pH =7,5
150mM NaCl

ImM CaCl;

10% glycerol

Nasledné¢ byla provedena 15% SDS-PAGE. Vzorky obsahovaly 10 ul frakce s proteinem
a 2 pl vzorkovaciho pufru. Frakce obsahujici protein byly slouceny, zakoncentrovany na

koncentraci 1 mg/ml a zamraZeny.

5.6 Exprese a purifikace proteinu 14-3-3 yAC

5.6.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

Fuzni protein 14-3-3yAC je konstrukt bez flexibilniho C-konce obsahujici rezidua 1-
234, ktery se chova jako dimer o velikosti 54 kDa. Roztok obsahujici 5 ml LB média (slozeni
viz Tabulka 5.4, str. 21), ampicilin o findlni koncentraci 100 pg/ml a 10 pl zasobniho
glycerolového roztoku byl inkubovan po dobu 15 hodin pfi 190 rpm a 37 °C v orbitalnim
inkubatoru. Do 900 ml LB média, obsahujiciho ampicilin o finalni koncentraci 100 pg/ml bylo

pfeneseno 5 ml narostlé kultury. Nasledovala inkubace v orbitalnim inkubdtoru Multitron pfi
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37 °C a 210 rpm do ODggo = 0,5 cm™!, poté byla teplota snizena na 30 °C. Po dosazeni ODeoo =
0,8 bylo ptidano IPTG o finalni koncentraci 100 umol/dm? a inkubace pokracovala pii snizené
teploté po dobu 20 hodin. Poté byly kultury prelity do 900ml kyvet a centrifugovany rychlosti
2073 g pti 4 °C po dobu 20 minut. Poté byla kazda peleta resuspendovéana v 35 ml lyza¢niho
pufru. Suspenze byla zmrazena na teplotu -80 °C. Slozeni lyza¢niho pufru obsahuje Tabulka
5.18.

Tabulka 5.18 - Lyzacéni pufr pro protein 14-3-3

Lyzaéni pufr
1x PBS

2mM imidazol
IM NaCl
4mM BME

5.6.2 Sonikace

Po rozmraZzeni bunck nésledovala inkubace po dobu 20 minut slysozymem o findlni
koncentraci 0,1 ug/ml. Néslednég se piidalo PMSF o findlni koncentraci 0,1 mmol/dm?® a butiky
byly vystaveny ultrazvuku pfi nasledujicim programu: 20 minut celkového Casu Cisté sonikace,
kde se stfidaly intervaly 10 s zapnuto, 30 s vypnuto, pii vykonu 50-60 W. Nasledn¢ byl sonikéat
centrifugovdn pifi 19561 g po dobu 45 minut pii teplot¢ 4 °C. Dale se pracovalo se
supernatantem.

5.6.3 Niklova chelata¢ni chromatografie a Stépeni TEV proteasou

Na purifikaci proteinu 14-3-3 z bunék ziskanych ze 3 1 LB média bylo pouZzito 5 ml
matrice Chelating Sepharosy Fast Flow. Sepharosa byla promyta v nésledujicim potadi: 15 ml
destilované vody, 20 ml 0,1M NiSOg4, 15 ml dH20, 15 ml pufru E. Néasledovala adsorbce
sonikatu na matrici a nasledné byla matrice promyta 300 ml 10% F v pufru E. Dal§im krokem
byla eluce 20 ml F a byla provedena 15% SDS-PAGE. Vzorek obsahoval 2 ul proteinu, 8 pl
vody a 2 pl vzorkovaciho pufru. Nasledn€¢ byly sjednoceny frakce obsahujici protein.
Nasledovala dialyza po dobu 3 hodin. Poté bylo stanoveno mnoZstvi proteinu a bylo ptidano
ekvivalentni mnozstvi TEV proteasy. Inkubace probihala pti 30 °C po dobu 2 hodin. Poté byl
protein dialyzovéan po dobu 15 hodin ve 4°C. Nasledujici den byla provedena kontrola Stépeni
na 15% SDS-PAGE. Poté¢ nasledovala aniontova vyménna chromatografie. SloZeni pufru E, F
a dialyzacniho pufru je uvedeno v Tabulce 5.19.

Tabulka 5.19 - SloZeni pufiru E, F a dialyzacniho pufru pro protein 14-3-3

Niklova chelata¢ni chromatografie Dialyzaéni pufr O/N 4 °C
Pufr E Pufr F 20mM Tris-HCI, pH=7,5
1x PBS 1x PBS 2mM EDTA, pH=8

0,5M NacCl 0,5 M NaCl 10% glycerol

ImM imidazol 600 mM imidazol 2mM DTT

2mM BME 2mM BME
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5.6.4 Aniontové vyménna chromatografie

Tento typ chromatografie mohl byt pouzit diky kyselému pl, jehoz hodnota pro protein
14-3-3 je 5,14, Byla pouzita kolona 10/50 s Q sepharosou. Nejprve byla kolona promyta pufrem
F, nasledn¢ pufrem E. Protein byl nanesen v prostiedi pufru E na Q sepharosu. Pro eluci
proteinu byl pouzit koncentracni gradient pufru F. Priitok byl nastaven na 1 ml/minutu a pro
kontrolu ¢istoty proteinu byla pouzita 15% SDS-PAGE. Vzorky na SDS-PAGE obsahovaly 3
pl proteinu, 7 pl vody a 2 ul vzorkovaciho pufru. Poté byly frakce obsahujici protein 14-3-3
byly slouc¢eny a zakoncentrovany na 2 ml. Jelikoz protein 14-3-3 tvoii dimery s velkou afinitou,
byl pouzit koncentrator s cut-off 30 kDa. Po zakoncentrovani nasledovala gelova permeacni

chromatografie. SloZeni pufrii E a F je uvedeno v Tabulce 5.20.

Tabulka 5.20 - SloZeni pufii pro aniontovou vyménnou chromatografii

Aniontova vyménna chromatografie

Pufr E Pufr F
50mM Tris-HCIL, pH =8 50mM Tris-HCL, pH =8
ImM DTT ImM DTT

IM NaCl

5.6.5 Gelova permeacni chromatografie
Pro protein 14-3-3 byla pouZita kolona HiLoad® 26/600 Superdex® 75 pg. SloZeni

pufru je uvedeno v Tabulce 5.21. Pritok byl nastaven na 2 ml/min. Frakce byly sbirany po 1
ml.

Tabulka 5.21 - SloZeni pufru pro GPC

Pufr pro GPC
20mM Tris-HCI, pH =7,5
150mM NacCl
ImM EDTA
10% glycerol
S5SmM DTT
Nasledovala kontrola Cistoty proteinu pomoci 15% SDS-PAGE (slozeni gelu viz Tabulka
5.5 na str.22). Vzorek obsahoval 4 pl proteinu, 6 pl vody a 2 p vzorkovaciho pufru. Frakce

obsahujici Cisty protein byly slouc¢eny a nasledné byla stanovena koncentrace. Poté byl protein
zamrazen.
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5.7 Exprese a purifikace CaMKK2-S100,S511

CaMKK2-S100S511 znaé¢i protein Ca**/kalmodulin-dependetni kinasu kinasu 2 obsahujici
rezidua 93-517 s mutacemi T145A, D330A, S495A, pricemz tento konstrukt md pouze dveé
fosforylacni mista (Ser100 a Ser511).

5.7.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

CaMKK2 obsahuje rezidua 93-517 s molekulovou hmotnosti 48 kDa a moléarni
absorpéni koeficient v redukovaném stavu je 28880 M'ecm™!. Roztok, obsahujici 5 ml LB média
(slozeni viz Tabulka 5.4, str. 21), kanamycin o findlni koncentraci 100 pg/ml a 10 pl zdsobniho
glycerolového roztoku obsahujici bunky E.Coli BL21(DE3) s DNA zmutované kinasy
CaMKK2-S100,S511 ve vektoru pHGT2 (upraveny vektor pRSFDuet-1), byl inkubovan po
dobu 15 hodin pii 190 rpm a 37 °C v orbitalnim inkubatoru. Nasledujici den bylo 2,5 ml narostlé
kultury pfeneseno do 900 ml autoindukéniho média (ZYP 5052, slozeni viz Tabulka 5.4, str.
21), obsahujici kanamycin o findlni koncentraci 280 pg/ml, a buiky byly inkubovany
v orbitalnim inkubatoru Multitron p#i 37 °C a 210 rpm do ODgoo = 0,5 cm™'. Poté byla teplota
snizena na 20 °C a inkubace pokrac¢ovala pii snizené teploté pies noc ptiblizn¢ 18 hodin. Poté
byly kultury pielity do 900ml kyvet a centrifugovany rychlosti 2073 g pii 4 °C po dobu 20
minut. Kazda peleta byla resuspendovana v 50 ml lyza¢niho pufru a suspenze byla zmrazena
na teplotu -80 °C. Slozeni lyza¢niho pufru obsahuje Tabulka 5.22.

Tabulka 5.22 - SloZeni lyzacéniho pufru

Lyzaéni pufr
1x PBS

2mM imidazol
IM NacCl
4mM BME

5.7.2 Sonikace

Po rozmraZzeni bun€k nasledovala inkubace po dobu 20 minut s lysozymem o findlni
koncentraci 0,1 pg/ml. Nasledné bylo ptidano PMSF o finalni koncentraci 0,1 mmol/dm® a
bunky byly vystaveny ultrazvuku pii nasledujicim programu: 20 minut celkového Casu Cisté
sonikace, kde se stfidaly intervaly 3 s zapnuto, 17 s vypnuto, pfi vykonu 50-60 W. Poté byl
sonikat centrifugovan pifi 19561 g po dobu 45 minut pfi teploté¢ 4 °C. Déle se pracovalo

s proteinem v supernatantu.

5.7.3 Niklova chelata¢ni chromatografie a Stépeni pomoci TEV proteasy

Na purifikaci CaMKK2-S100,S511 ze 4 1 LB média bylo pouZzito 2 ml matrice Chelating
Sepharosy Fast Flow. Sepharosa byla promyta v nasledujicim potadi: 15 ml destilované vody,
20 ml 0,IM NiSOg4, 15 ml dH20 a 15 ml pufru E. Nasledovala adsorbce proteinu na matrici a
poté byla matrice promyta 300 ml 10% F v pufru E. Dal§im krokem byla eluce proteinu 10-15
ml pufru F do 14 ml dialyza¢niho pufru a protein byl nasledné dialyzovan pii 4 °C. Po 2
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hodinach bylo stanoveno mnozstvi proteinu a do dialyzy bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi
TEV proteasy. Nasledovala dialyza po dobu 12 hodin pii 4 °C. Po ukonceni dialyzy byla
provedena kontrola $tépeni na 12% SDS-PAGE a poté nasledovala gelovd permeacni
chromatografie. Slozeni pufru E, F a dialyza¢niho pufru je uvedeno v Tabulce 5.23.

Tabulka 5.23 - SloZeni pufru E, F a dialyzacniho pufru

Niklova chelata¢ni chromatografie Dialyzaéni pufr O/N 4 °C
Pufr E Pufr F 20mM Tris-HCI, pH=7,5
1x PBS 1x PBS 2mM EDTA, pH=8

0,5M NaCl 0,5 M NaCl 10% glycerol

ImM imidazol 600 mM imidazol 2mM BME

2mM BME 2mM BME

5.7.4 Gelova permeacni chromatografie
Po ukonceni dialyzy byl protein zakoncentrovan na objem 2 ml pomoci koncentratoru
s cut-off 30 kDa. Pro CaMKK2-S100,S511 byla pouzita kolona HiLoad 26/600 Superdex®
75 pg. Rychlost pritoku byla nastavena na 2 ml/min. SloZeni pufru pro gelovou permeacni
chromatografii je uvedeno v Tabulce 5.24.
Tabulka 5.24 - SloZeni pufru pro GPC

Pufr pro GPC
50mM Tris-HCI pH=8
0,5M NaCl

S5SmM DTT

10% glycerol

Nakonec byla ovéfena Cistota pomoci 12% SDS-PAGE a frakce obsahujici protein
s dostate¢nou cistotou byly slouceny. Vzorek na 12% gel obsahoval 10 pl proteinu a 2 pl
vzorkovaciho pufru. Po slouceni frakci se stanovila proteinova koncentrace a nasledné byl
protein zmraZen v -80 °C.

5.7.5 Fosforylace

Fosforylace proteinu je posttranslaéni modifikace, pti které dochézi k adici fosfatové
skupiny na protein. Pro fosforylaci CaMKK2 byla pouzita cAMP-dependentni proteinkinasa A
(PKA) v pritomnosti ATP a MgCl,.

Jelikoz ma CaMKK2 dvé mista urcena k fosforylaci, bylo nejdiive nutné zjistit, jaké
mnozstvi PKA je optimalni pro fosforylaci obou mist. Serin na pozici 100 se snadno a rychle
fosforyluje, serin na pozici 511 vykazuje pomalejsi kinetiku fosforylace. Pribchy
fosforylacnich reakei byly vizualizovany pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag
(sloZeni viz Tabulka 5.6 na stran¢ 22). Pro ovéfeni byla provedena jesté¢ MS analyza. Vysledné
mnozstvi pottebného PKA bylo stanoveno na 37,4 ug proteinkinasy A pro fosforylaci 1 mg
proteinu CAMKK?2-S100,S511.
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Pro fosforylaci CaMKK2-S100,S511 byla pfipravena reakéni smés obsahujici 750 uM
ATP, 20mM MgCl,, CaMKK2 a PKA. Reakéni smés byla inkubovana pti 30 °C po dobu 4
hodin. Nésledn¢ byla provedena gelova permeacni chromatografie.

5.7.5.1 Phos-tag gel

hN N/\ NH/\
| ! NH o

\)\/ CH2
N i Phos-tagTM AAL-107
MW 505

Obrazek 5.1 - Struktura Phos- taguTM AAL-107. Vytvofeno v programu ChemSketch

Phos-tag je latka, ktera je schopna na sebe navazat fosfatovou skupinu fosforylovanych
serint, tyrosinti nebo threoninGi v pfitomnosti manganatych nebo zine¢natych iontd (viz
Obrazek 5.1 a 5.2). Po navazani snizuje migracni rychlost fosforylovanych proteint
v polyakrylamidovém gelu. Cim vice fosforylovanych aminokyselin, tim niz§i migra¢ni
rychlost. Pfiphos-tag SDS-PAGE bylo nutné optimalizovat dobu trvani elektroforézy a sloZeni
gelu. Nakonec byl pouZzit 12% SDS-polyakrylamidovy gel obsahujici 50uM Phos-tag a doba
elektroforézy byla 4 hodiny.

Frotein

H
O 0
o/ W )
AN

Obrazek 5.2 - Struktura Phos-tagu s vazbou na fosforylovany protein v pritomnosti manganatych kationtii. Struktura byla
vytvorena v programu ChemSketch.[44].

5.7.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni analyza se vyuziva k identifikaci molekul na zdkladé¢ ur¢eni poméru
hmotnosti a ndboje (m/z). Spektrometr se sklada z ionizatoru, kde se latka zionizuje, a ve formé
plynu putuje do hmotnostniho analyzatoru. Podle typu analyzatoru se latka rozdéli podle své
kinetické energie (elektricky analyzéator) nebo podle poméru m/z (magneticky hmostnostni
analyzator). Analyzatory mohou byt kvadrupoly, iontové pasti atd. Posledni Casti je detektor.

Rozdéleni latky podle poméru m/z vyplyva z rovnice pro kinetickou energii iontu (1) a
z rovnice pro vypocet Lorentzovy sily, ktera piisobi na ion v magnetickém poli a je v rovnovaze
se silou odstfedivou (2). Dosazenim rovnice (1) do rovnice (2) ziskdme tzv. rovnici
hmotnostniho spektrometru (3) [45].

E. = m; =zV (1)
F, = Bzv = mv?/r (2)
m B?r?

z 2V 3)
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(Ex - kinetickou energii iontu, m- hmotnost iontu, v-rychlost iontu, z-néboj iontu, V-akcelera¢ni
napéti iontového zdroje, F1 — Lorentzova sila, B-magneticka indukce, r-polomér drahy iontu).

Pro sledovéani trovné fosforylace byly vzorky podrobeny hmotnostné spektrometrické
analyze v servisnim stiedisku Centra molekularni struktury v BioCevu. Hmotnostné
spektrometrickou analyzu provedl RNDr. Petr Pompach, Ph.D pomoci hmotnostniho
spektrometru s iontoveé cyklotronovou celou - 15T solariX FT-ICR (Bruker Daltonics). Protein
byl sté€pen pifimo na koloné s imobilizovanym pepsinem a vzniklé peptidy byly nasledné
separovany na koloné¢ s obracenou fazi C18, ktera byla spojena s iontovym zdrojem
(elektrosprej) hmotnostniho spektrometru. Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim, na
datech zavislém modu. Ziskand data byla zpracovana pomoci programu DataAnalysis 4.2
(Bruker Daltonics) a vytvoiené mgf soubory byly vloZeny do vyhledavaciho programu Mascot.

Na zéaklad¢ hmotnostné spektrometrické analyzy byla ovétena fosforylace Ser100 a Ser511.

5.7.6 Gelova permeacni chromatografie po fosforylaci

Fosforylovany protein musel byt zbaven ATP, PKA a dalSich necistot prostfednictvim
purifikace na kolon¢ Superdex®HiLoad 26/600 200 pg. Protein byl zakoncentrovan na 2 ml,
pritok ¢inil 2 ml/min a frakce byly sbirany po 1,5 ml. Nésledovala kontrola Cistoty na 12%
SDS-PAGE. Nasledné byl protein zmrazen nebo byl rovnou pouzit k experimentu. Slozeni
pufri pro gelovou permeacni chromatografii je uvedeno v Tabulce 5.25.

Tabulka 5.25 - SloZeni pufiii pro GPC po fosforylaci

Pufr pro GPC po fosforylaci k zamraZeni  Pufr pro GPC po fosforylaci na AUC

50mM Tris-HCI pH7,5 50mM Tris-HCI pH7,5
10% glycerol 150mM NaCl

150mM NaCl ImM TCEP

5mM DTT

5.7.7 Analyticka ultracentrifugace (AUC)

Analyticka centrifugace (AUC) je metoda urcend ke studiui proteinii a proteinovych
komplexti. Existuji dva typy metod pii pouziti AUC, jsou to sedimentacni rychlost a
sedimentacni rovnovaha. Pomoci metody sedimentacni rychlosti miizeme urcit sedimentacni
koeficient a hydrodynamické vlastnosti. Pomoci metody sedimentacni rovnovahy lze
vyhodnotit molekulovou hmotnost a disocia¢ni konstantu [46]. Odstiedivé sily jsou pfi¢innou
pohybu makromolekul smérem ke dnu kyvety, v disledku ¢ehoz vznika tzv. koncentracni
rozhrani jehoz pohyb je sledovan jako funkce ¢asu (viz Obrazek 5.3 na strané 36).

Definice sedimenta¢niho koeficientu makromolekul, s, je ddna Svedbergovou rovnici (4),
u M((1-Vp) MD(1-Vvp)
St Nar “)
Af RT

35



Kde u je rychlost sedimentace makromolekuly, @ je thlova rychlost rotoru, » je vzdalenost
makromolekuly od osy rotace, M je relativni molekulova hmotnost makromolekuly (Da), fje
frikéni koeficient, Na je Avogadrova konstanta, D je diftzni koeficient, R je univerzalni
plynova konstanta, p je hustota (g-cm™), T je termodynamicka teplota, ¥ je specificky objem
makromolekuly (cm®g), Jednotka sedimentacni koeficientu je Svedberg (S) a je rovna 1073
sekund [46].

Absorbance

6,5 7 r/em
Obrazek 5.3 - Zavislost absorbance vzorku na vzdalenosti od osy rotace a casova zména této zavislosti. Data sbirdna
v riznych ¢asovych okamzicich jsou od sebe odliSeny barevné. Modre - data sbirana na zacatku experimentu, cervené —
namétend absorbance u konce experimentu. Vytvoteno v programu SEDFIT [48].

Méreni

Pro analyzu byly pfipraveny vzorky obsahujici rizné molarni poméry proteinit CaMKK2,
CaM a 14-3-3 (viz Tabulka 5.25). Pro urceni stechiometrie komplexu a zdanlivé disociacni
konstanty byla pouZita metoda sedimentacni rychlosti za pouZiti centrifugy ProteomLabTM

XL-I (Beckman Coulter, USA). Méfeni a vyhodnoceni provedla Mgr. Olivia Petrvalska, Ph.D.
Data byla sbirdna pti 141995 g a 20 °C pii vlnové délce 280 nm.

Tabulka 5.26 - Molarni poméry proteinit ve vzorcich pro analytickou centrifugaci

CaMKK2: protein 14-3-3 CaMKK2: protein 14-3-3: CaM
1:20 1:1:20
1:6 1:1:6
1:2 1:1:2
3:2 3:3:2
5:1 5:5:1
Vyhodnoceni

Jako prvni krok byla vypocitana hustota a viskozita pouzitého pufru za pomoci programu
Sednterp [47]. Hodnota viskozity byla stanovena na 0,010312 St (1 Stokes = 1 cm?/s) a hodnota
hustoty byla stanovena na 1,0058 g/cm?. Nésledné byla data vyhodnocena programu SEDFIT
[48]. Do programu byly zadany vypocitané hodnoty hustoty a viskozity. Nasledné byly nacteny
data z analytické ultracentrifugace. Vysledné distribuce sedimenta¢nich koeficientii byly
vyneseny v programu Gussi [49] a distribu¢ni funkce byly normalizovany podle plochy pod
ktivkou. Zdanlivé disociacni konstanta byla stanovena v programu SEDPHAT.
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6 Vysledky

6.1 Purifikace TEV proteasy

Pro snazsi purifikaci rekombinantnich proteinit CaMKK?2 a 14-3-3 obsahuji tyto proteiny
na N-konci histidinovou kotvu po niz nasleduje Stépici misto pro TEV proteasu. Po niklové
chelata¢ni chromatografii tato kotva uz neni dale potiebnd, a proto je St€épena TEV proteasou.
Prabéh purifikace TEV proteasy je vizualizovan pomoci 15% polyakrylamidovych SDS gela,
jejichz slozeni je uvedeno v Tabulce 5.5 na stran¢ 22.

Purifikace TEV proteasy probihala dle postupu popsaného v kapitole 5.3 na strané 23.
Po rekombinantni expresi proteinu v kmenu bakterii BL21(DE3), nasledovala disrupce bunék
s pouzitim ultrazvuku a izolace proteinu pomoci niklové chelataéni chromatografie. Cistota
proteinu po niklové chelataéni chromatografii byla vizualizovana pomoci 15% SDS-PAGE
(Obrazek 6.1).

Obrazek 6.1 - Vysledek 15% SDS-PAGE po niklové chelatacni chromatografii. M-Standard molekulovych vah, P- peleta
po centrifugaci sonikatu, 1-8 -Elucni frakce. Vzorky nanesené na gel obsahovaly 3 ul proteinu, 7 ul vody a 2 ul vzorkova-

ciho pufiu.

Z SDS-PAGE na Obrazku 6.1 je patrné, ze zadna TEV proteasa nezlstala v peleté.
Jelikoz cistota nebyla optimélni, bylo zapotiebi provést dalSi purifika¢ni krok, gelovou
permeaéni chromatografii, pro niz byly pouzity a zakoncentrovany frakce 2-8. Protein byl
purifikovan na kolon¢ Superdex® Increase 75 10/300 GL, pfi pratoku 0,5 ml/min. Priibéh
gelové permeacni chromatografie je vizualizovan pomoci chromatogramu na Obrazku 6.2 na
strané 38. Nasledn¢ byla provedena 15% SDS-PAGE jez obsahovala frakce po gelové
permeacni chromatografii s Cisly 6,7,8,9,10,12,14,15,16,17 a 18 (viz Obrazek 6.3 na stran¢ 38).
Vzorky obsahovaly 5 pl proteinu, 5 pl vody a 2 ul vzorkovaciho pufru.
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Obrazek 6.2 — Chromatogram béhem purifikace TEV proteasy pri pouziti kolony Superdex® Increase 75 10/300 GL..
Rychlost priitoku byla nastavena na 0,5 ml/minutu. Pred gelovou permeacni chromatografii byla TEV proteasa zakoncentro-
véana na 0,5 ml. Cervend ki'ivka predstavuje hodnotu absorbance pii 280 nm. Cerné jsou vyznacené sbirané frakce.

6

9 10 M 12 14 15 16 17 18
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Obrazek 6.3 - Kontrola cistoty purifikované TEV-proteasy pomoci 15% SDS-PAGE po gelové
permeacni chrommatografii. Vzorky obsahovaly 5 ul proteinu, 5 ul vody a 2 ul vzorkovactho pufiu.

Z 15% SDS-PAGE je patrné, Ze purifikovand TEV proteasa byla ziskdna v dostatecné
Cistoté.  Frakce 2-18 byly sjednoceny a protein byl zfedén na vyslednou koncentraci
0,838 mg/ml. Celkovy vytézek TEV proteasy z jednoho litru bunéénych kultur bylo 12,3 mg.
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6.2 Purifikace cAMP-dependentni proteinkinasy A

Pro optimalizaci fosforyla¢niho protokolu CaMKK2-S100,S511 bylo zapotiebi nejdiive
ziskat Cistou cAMP-dependentni proteinkinasu A (PKA). Hlavnim ukolem po sonikaci bun¢k
obsahujicim tento protein bylo nalézt optimalni mnozstvi imidazolu v promyvacim pufru.
Standardni mnoZstvi imidazolu (40mM) pouzivané na ostatni proteiny bylo pro PKA piili§
vysoké a dochazelo k vymyvani proteinu z matrice. Afinita PKA k matrici byla studovana pro
rizné koncentrace imidazolu v promyvacim pufru (viz Obrazek 6.4A). Bylo zjisténo, ze
k vymyvani PKA dochazi jiz pfi 30mM koncentraci imidazolu. Pti promyti kolony 10mM
imidazolem vsak cistota PKA nebyla dostatecnd. Z téchto diivodi byl zvolen promyvaci pufr
obsahujici 20mM imidazol a elu¢ni pufr obsahujici 400mM imidazol. Eluce timto zplisobem je

znazornéna na Obrazku 6.4B.

A pM P S WL 1 2 3 4 B M P S FT W2 5 8 9

kDa .
2500
150 -
100
75 -
50 W
37 -
25 -
20 -
. 20 W 4
- B8
Obrazek 6.4 - 12% SDS-polyakrylamidovy gely po niklové chelatacni chromatograﬁi. M - Marker, P - peleta po centrifugo-
vani, S - sonikat po centrifugovani. A — W1 - roztok prosly kolonou pri promyti 100 ml 10mM imidazolu. 1-4 — eluce 20mM,
30mM, 40mM a 400mM imidazolem. B -FT - roztok prosly kolonou pri adsorpci sonikatu, W2 - roztok prosly kolonou pri promyti
100 ml 20mM imidazolu. Frakce 5-9 - eluce 7ml 400mM imidazolem, sbirané po 1,5 mililitru. Vzorky na SDS-PAGE obsahovaly
10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufru.
Vzorky 5 a 6 byly shledany jako dostatecné Cisté na nasledujici purifika¢ni krok, gelovou

—

150
100
75 -

50 e
37 -

25.

permeaéni chromatografii, které pfedchdzela dialyza pfes noc pro odstranéni veSkerého
imidazolu.

Pro purifikaci PKA byla pouzita kolona HiL.oad 26/600 Superdex® 75 pg. Pritok byl nasta-
ven na 2 ml/min a frakce byly sbirdny po 1,5 mililitrech. Pribéh gelové permeaéni chromato-

grafie je znazornén chromatogramem na Obrazku 6.5.
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Obrazek 6.5 - Chromatogram pri gelové permeacni chromatografii, za pouziti kolony HiLoad 26/600 Superdex® 75 pg,

pri priitoku 2 ml/min. Cervenou kiivkou je zndzornéna absorbance pri 280 nm. Oranzové jsou zndzornény sbirané frakce.
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Cistota proteinu po eluci byla zkontrolovana pomoci 12% SDS-PAGE (viz Obréazek 6.6). Na
gel byly naneseny vzorky obsahujici 10 pl proteinu z frakei 1-15.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15

kDa kDa

75 75

63 63

48 — 48 -

i — “ | S N S —

35 35

25 25

20 ] 20

Obrazek 6.6 - 12% SDS polyakrylamidové gely obsahujici vzorky po gelové permeacni chromatografii.
Vzorky na gel obsahovaly 10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufru.

Pro dalsi experimenty byly sjednoceny frakce 9-13 a PKA byla zakoncentrovana na 60 uM
a vytézek z jednoho litru bunéénych kultur byl 1,5 mg.

6.2.1 Mereni kinasové aktivity purifikované PKA

Kinasov4 aktivita PKA byla méfena komeréni sadou ADP-Glo™.

Pro stanoveni aktivity bylo potfeba nejdiive sestrojit konverzni kiivku. Pro sestrojeni této
kiivky bylo pouzito 5%, 10%, 20% a 40% roztok ADP v ATP (viz Graf 6.1). Pfidanim prv-
niho ¢inidla do reakce dochazi k odstranéni rezidualniho ATP. Teprve po pfidani druhého ¢i-
nidla, které pteménilo ADP na ATP, mohla byt naméfena lumiscence jednotlivych vzorki.
Experiment byl provadén v triplikatech.

. y =43834x - 142476
Konverzni krivka R? = 0,9947
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Relativni luminiscenéni jednotka (RLU)

Graf 6.1 - Krivka konverze ATP na ADP. Na ose y — signal luminiscence v RLU. Na ose x je vynesena konverze.

Diky konverzni kiivce mohl byt luminiscen¢ni signal nasledné pteveden na spotfebu ATP.
Intenzita luminiscen¢niho signalu byla métena v 96-jamkové mikrodesticce pomoci luminis-
cencni ¢tecky Infinite M200 PRO.
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Poté byla porovnana kinasova aktivita komercni a vypurifikované PKA (viz Graf 6.2).
Meéfeni probihalo opét v triplikatech. Pro zfedéni proteinkinas byl pouzit pufr obsahujici
40mM Tris-HCI pH=7,5, 20mM MgCl; a 2mM DTT. Reakéni smés je uvedena v Tabulce
5.14 strané 27.

Porovnani kinasovych aktivit cAMP-dependentnich protein kinas A

700000
600000
500000

400000

RLU

300000

200000

100000

5 minut se substratem 5 minut bez substratu 20 minut se substratem 20 minut bez substratu

B Komer¢ni PKA  ® purifikovand PKA

Graf 6.2 - Porovnani kinasovych aktivit proteinkinas A. Se substratem — reak¢ni smés obsahovala MBP. Bez substratu - smés
neobsahovala MBP. 5 minut a 20 minut znac¢i dobu inkubace fosforylacni reakce.

Z vysledki je patrné, Ze aktivita purifikované proteinkinasy je mirn€ niz§i nez u komercni.
Zatimco komer¢ni PKA doséhla po 20 minutach v priméru 17,5% konverze, purifikovana PKA
dosahla v pruméru 16% konverze. Kontrola kinasovych aktivit byla vizualizovana na 12%
SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tage. Substratem byla tentokrat 4uM CaMKK2. Bylo
pouzito 2684 U PKA na miligram CaMKK?2. Vysledek fosforylace 1ze vidét na Obrazku 6.7.

NP K 1 2

Obrazek 6.7 - Porovnani kinasovych aktivit pomoci phos-tag gelu. NP — nefosforylovana CaMKK?2. K- Fosforylovana
CaMKK?2 purifikovanou proteinkinasou po 20 minutach. 1 — Fosforylace CaMKK?2 purifikovanou PKA (2684U PKA/mg Ca-
MKK?2) po dobu inkubace 4 hodin. 2 - Fosforylace CaMKK2 komercni PKA po dobu inkubace 4 hodin. 1P — CaMKK?2 obsa-
hujici fosforylovany serin pouze na jedné pozici. 2P — CaMKK?2 obsahujici fosforylovany Ser100 i Ser511.
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6.3 Purifikace kalmodulinu

Diky zméné konformace po navazani Ca?’, lze pouzit pro purifikaci kalmodulinu
hydrofobni interak¢ni chromatografii. Kalmodulin byl purifikovan dle postupu popsané¢ho
v kapitole 5.5 zacinajici na stran€ 27. Po eluci byly pfipraveny vzorky na 15% SDS-PAGE,
obsahujici 10 ul proteinu a 2 pl Sxpufru pro ptipravu vzork (slozeni obsahuje Tabulka 5.2 na
stran¢ 21). Z Obrazku 6.8 lze pozorovat, ze uz po chromatografii zalozené na hydrobdbnich
interakcich je purifikovany kalmodulin velmi Cisty. Avsak pro odstranéni ptipadnych agregat
je zapotiebi provést jeste gelovou permeacni chromatografii.
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Obrazek 6.8 - Gel z 15% SDS-PAGE po hydrofobni interakcni chromatografii. M — Marker, 1-9 Ziskané frakce po
eluci. Vzorky pro SDS-PAGE obsahovaly 10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufiu.

Po sjednoceni frakci 4-7 byl protein zakoncentrovan na 2 ml a byla provedena gelova
permeaéni chromatografie. Pro kalmodulin byla pouZita kolona HilLoad 26/600 Superdex®
75 pg, prutok ¢inil 2 ml/min a frakce byly sbirany po 1,5 ml. Pribéh gelové permeacni
chromatografie je znazornén chromatogramem (viz Obrazek 6.9).
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Obrizek 6.9 -Chromatogram béhem gelové permeacni chromatografie. Cernd kiivka zndzoriuje hodnotu absorbance pri

vinové délce 280 nm. Cervené jsou znaceny sbirané frakce. Byla pouZita kolona HiLoad 26/600 Superdex® 75 pg, p¥i prii-
toku 2ml/min. Sbér frakci byl po 1,5 ml.
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Po gelové permeacni chromatografii nasledovala kontrola €istoty proteinu pomoci 15%
SDS-PAGE. Vzorky obsahovaly 10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufru. Na gel byly naneseny
frakce 3,4, 5,7,9,11,13,14, 15 (viz Obrazek 6.10).
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Obrazek 6.10 - Kontrola cistoty proteinu pomoct 15% SDS-PAGE. Vzorky obsahovaly 10 ul proteinu. a 2 ul vzorkovaciho

pufru. M — Standard molekulovych vah, 3-15 ziskané frakce po gelové permeacni chromatogratfii.

Podle chromatogramu 1 podle 15% SDS-polyakrylamidového gelu je Cistota
vypurifikovaného kalmodulinu dostate¢na pro dalsi experimenty. Frakce 5-14 byly sjednoceny
a protein byl zakoncentrovan na koncentraci 1 mg/ml. CaM byl vypurifikovan s vytézkem 12
mg ze 4 1 bunécné kultury.

6.4 Purifikace proteinu 14-3-3yAC

Fuzni protein 14-3-3yAC je konstrukt bez flexibilniho C-konce obsahujici rezidua 1-234 a
histidinovou kotvu, diky které ho lze oddélit od vétSiny jinych proteinti pomoci niklové
chelatacni chromatografie. Purifikace probihala dle postupu v kapitole 5.6 zacinajici na strané
29. Pro vizualizaci Cistoty proteinu po niklové chelataéni chromatografii byla pouzita 15%
SDS-PAGE (viz Obrazek 6.11). Jelikoz se protein 14-3-3 exprimuje ve velkém mnozstvi,
vzorek na SDS-polyakryamidovém gelu obsahoval pouze 2 pl nasbirané frakce, 8 pl vody a 2
ul vzorkovaciho pufru.
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Obrazek 6.11 - 15% SDS- polyakrylamidovy gel, obsahujici frakce po niklové chelatacni chromatografii. M-standard
molekulovych vah, Frakce 1-7 — protein ziskany po eluci pri niklové chromatografii. Vzorky na SDS-PAGE obsahovaly 2
ul proteinu, 8 ul vody a 2 ul vzorkovaciho pufru.
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Po niklové chelata¢ni chromatografii nasleduje odstépeni histidinové kotvy, ktera uz
nema zadny vyznam. TEV proteasa velice Spatn¢ $té€pi histidinovou kotvu u proteinu 14-3-3,
proto bylo zapotiebi pouzit 120% vypocitaného mnozstvi TEV proteasy. Po dialyze pfes noc
nasledovala kontrola §tépeni pomoci 15% SDS-PAGE, jejiz vysledek je vizualiovdn na Ob-
razku 6.12.

o M1 2 3
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Obrazek 6.12 - Kontrola po stépeni TEV proteasou. M - standard molekulovych vah. 1 — Vzorek pred stépenim. 2 a 3 -
Vzorky po Stépeni. Velkost proteinu bez histidinové kotvy je priblizné 27 kDa, coz odpovida pozici proteinu na gelu. 2 ul pro-
teinu, 8 ul vody a 2 ul vzorkovaciho pufru.

Z 15% SDS-PAGE je patrné, ze protein 14-3-3 uz neobsahuje histidinovou kotvu, tudiz
bylo mozné pokracovat k dalSimu purifikanimu kroku, jez je iontovda vyménna
chromatografie.

Hodnota izoelektrického bodu proteinu 14-3-3 yAC, ziskand pomoci programu
Protparam, lezi v kyselé oblasti (5,14). Pro proteiny podobné povahy je vhodnou strategii
purifikace pomoci aniontové vyménné chromatografie, cehoz bylo vyuzito 1 v tomto ptipade¢.
Priibéh chromatografie je zobrazen na Obrazku 6.13. Pritok ¢inil 1 ml/min a sbér frakei byl po
jednom mililitru.
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Obrazek 6.13 - Chromatogram z aniontové vyménné chromatografie. Pro 14-3-3 byla pouzita kolona 10/50 s Q sepharosou.
Cervend kiiivka zndzorfiuje hodnotu absorbance pri vinové délce 280 nm. Modrd kiivka zndzoriuje rostouct konduktivitu v di-
sledku eluce gradientem soli. Pritok byl nastaven na 1 ml/min.
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Po eluci byla zkontrolovana Cistota proteinu pomoci 15% SDS-PAGE, jez je zobrazena
na Obrazku 6.14. Vzorky pro SDS-PAGE po aniontové vyménné chromatografii obsahovaly 3
ul proteinu a 7 pl vody.
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Obrazek 6.14 - Vysledek 15% SDS-PAGE. Do prvni jamky zleva bylo naneseno 5 ul standardu molekulovych hmotnosti
(M). Nasledovaly vzorky obsahujici 3 ul proteinu z frakci 1, 2, 3, 5, 8,11, 13, 15 a 18, 7 ul vody a 2 ul vzorkovaciho pufru.
Poslednim purifikacnim krokem pro odstranéni necistot byla gelova permeacni
chromatografie. Pti rychlosti pritoku 2ml/minutu byly sbirany frakce po 1,5 ml. Kolona
pouzivana pro purifikaci proteinu 14-3-3 byla HiLoad 26/600 Superdex® 75 pg a vysledny
chromatogram lze pozorovat na Obrazku 6.15.
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Obrazek 6.15 - Priibeh gelové permeacni chromatografie, pri pritoku 2 ml/min byly sbirdany frakce po 1,5
Kvalita a Cistota proteinu byla opét kontrolovana pomocil 5% SDS-PAGE. (viz Obrazek

6.16). Frakce 2 az 18 byly sjednoceny. Piestoze 1ze stale pozorovat jisté necistoty, v porov-
nani se samotnym proteinem jsou zanedbatelné. Po stanoveni proteinové koncentrace byl fi-
nalni vytézek 44,1 mg ze 3 1 bunécnych kultur.
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Obrazek 6.16 - Gel pol5% SDS-PAGE. Vzorky z frakci po gelové permeacni chromatografii obsahovaly 4 ul proteinu, 6
ul pufiru. a 2 ul vzorkovaciho pufru. M- Standard
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6.5 Purifikace CaMKK2-S100,S511 a nasledna fosforylace

Produktem exprese konstruktu obsahujiciho gen pro mutantni variantu CaMKK2-
S100,S511 je fuzni protein s Bl doménou proteinu G, ktery diky svému hydrofilnimu
charakteru napomahd rozpustnosti proteinu. Tento konstrukt navic obsahuje histidinovou
kotvu, diky které ho Ize oddélit ze smési bakteridlnich proteinti opet pomoci niklové chelatacni
chromatografie. Purifikace probihala dle postupu v kapitole 5.7 zacinajici na strané 32. Jelikoz
CaMKK2 v ptitomnosti imidazolu precipituje, protein je pii eluci rovnou fedén dialyza¢nim
pufrem v poméru, CaMKK2:pufr, jedna ku dvéma. Nasleduje dialyza a §t€peni TEV proteasou,
které probiha pti 4 °C pies noc, pticemz CaMKK2 ma snadno odstépitelnou histidinovou kotvu
oproti proteinu 14-3-3. Kontrola $tépeni je provedena pomoci 12% SDS-PAGE (slozZeni gelu

viz Tabulka 5.5 na stran€ 22) a vysledek $tépeni je znazornén na Obrazku 6.17.
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Obrazek 6.17 - 12% SDS- polyakrylamidovy gel po stépeni CaMKK2-S100,S511 pomoci TEV proteasi pri 4°C pres noc..
Znaceni: M-Standard molekulovych vah, 1 - Odebran vzorek pred stépenim, 2- odebran vzorek po Stepeni. Obé frakce jsou

ziedény dialyzacnim pufrem. Purifikace z 8 litrii. Vzorky na gel obsahuji 10 ul ziedéného proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufru.

Uspé&sné odstépeni histidinové kotvy lze snadno uréit z posunu proteinu na 12% SDS-
polyakrylamidovém gelu.

Pro odd¢leni proteinu od agregat, TEV proteasy a jinych necistot je zapotiebi provést
gelovou permeacni chromatografii. V tomto pfipadé byla vyuzita kolona HilLoad 26/600
Superdex® 75 pg, prutok byl nastaven na 2 ml/min a sbér frakci byl po 1,5 ml. Prib¢h
chromatografie 1ze pozorovat na Obrazku 6.18.
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Obrazek 6.18 - Pribéh gelové permeacni chromatografie pri pouziti kolony HiLoad 26/600 Superdex® 75 pg a p¥i prit-
toku 2 ml/min. Frakce byly sbirany po 1,5 mililitru.
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Po eluci nasledovala 12% SDS-PAGE pro kontrolu ¢istoty proteinu (viz Obrazek 6.19).
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Obrazek 6.19 - 12% gel po SDS-PAGE. Purifikace z 8 litrit bunécnych kultur. M — standard molekulovych vah.
Vzorky 2-10 jsou tvoreny 10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufiu.

Vytézek nefosforylovaného proteinu byl 4 mg z frakci 1-5. Pred fosforylaci byl proteinu
nejdiive zakoncentrovan na objem 2 ‘'ml. Smés pro fosforyla¢ni reakci obsahovala 750uM ATP,
20mM MgCla, 40uM CaMKK?2 a 2684 U PKA/mg CaMKK?2. Zavislost koncentrace proteinu
na fosforylaci je obsaZena v kapitole 6.5.2-3. CaMKK2 byla inkubovdna s PKACPKAC 4
hodiny pii 30 °C a ptes noc v 7 °C. Nasledujici den bylo zapotiebi provést kontrolu fosforylace
CaMKK2 pomoci elektroforetické separace v polyakrylamidovém gelu obsahujici phos-tag
(viz Obrazek 6.5-4). Slozeni tohoto gelu je uvedeno v Tabulce 5.6 na stran¢ 22.
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Obrazek 6.20 - 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag. Trvani elektroforézy 3 hodiny a 20 minut v ledu pri napeti1 80
V. NP - 4uM CaMKK?2 s proteinkinasou A bez ATP. 1- kontrola, ktera zobrazuje CaMKK?2 plné fosforylovanou na S100, ale
pouze castecné na S511. 2- Fosforylovana CaMKK?2 po 40 minutach. 3- Fosforylovana CaMKK2-S100,5511 po 4 hodinach ve
30 °C a pres noc v 7 °C. 0 P — Nefosforylovana CaMKK2-S100,5S511, 1 P — Fosforylovana CaMKK2-S100,S511 pouze na jed-
nom serinu. 2 P — Fosforylovana CaMKK2-5100,8511 na Ser100 i na Ser511.

Z Phos-tag gelu lze pozorovat, Ze CaMKK2-S100,S511 byla plné fosforylovanana na obou
serinech. Dokonce nastala fosforylace i na jinych mistech (viz Obrazek 6.20).
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Po fosforylaci proteinu je zapotiebi provést druhou gelovou permeacéni chromatografii pro
odstranéni rezidualniho ATP a PKA. K tomuto ucelu je pouzita kolona HilLoad superdex
26/600 200 pg. Prabéh druhé chromatografie pfi pratoku 2 ml/min je vizualizovan na Obrazku
6.21.
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Obrazek 6.21 Chromatogram z gelové permeacni chromatografie pri pouZiti kolony HiLoad superdex 26/600 200 pg s prii-
tokem 2 ml/min. Cervené Absorbance pri 280 nm. Modie absorbance pii 260 nm.

Poté nasledovala 12% SDS-PAGE pro kontrolu €istoty proteinu (viz Obrazek 6.22). Frakce
1-14 obsahuji 10 ul proteinu a 2 ul vzorkovaciho pufru.
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Obrazek 6.22-12% SDS-PAGE po druhé gelové permeacni chromatografii. M - Standard molekulovich vah, frakce 1-14

obsahuji 10 ul proteinu a 2 pl vzorkovaciho pufru.

Na zakladé¢ 12% SDS-PAGE byly slouceny frakce 1-8. Primérny vytézek CaMKK2-
S100,S511 ¢ini 4 mg pied fosforylaci a 2 mg po fosforylaci z 8 litri bakterialnich kultur. Tento
maly vytézek je zplisoben C-temindlni degradaci, kvili kterému dochazi k odStépeni
flexibilniho C-konce (patrné predevsim ve frakcich 9-14, viz obr.6.22). Tato krat$i forma
CaMKK2 by prtispivala k heterogenité vzorkl pii dalSich experimentech a proto je nutné jeji
mnozstvi omezit minimum.

48



6.5.1 Optimalizace fosforylace pro CaMKK2-S100S511

Jednim z hlavnich cili této prace bylo optimalizovat fosforyla¢ni protokol pro CaMKK2-
S100,S511. Pokud k fosforylaci CAMKK?2 pouzijeme bézné pouzivany fosforylacni protokol
(170 U PKA, ¢emu odpovida ptiblizné 2,4 ug PKA na mg CaMKK?2) dojde pouze ke kompletni
fosforylaci Ser100, ale pouze k castecné fosforylaci Ser511. Pro vizualizaci fosforyla¢nich
reakci a stanoveni optimalni koncentrace PKA pro kompletni fosforylaci Ser100 i Ser511 byl
pouzit SDS polyakrylamidovy gel obsahujici phos-tag.

Pro optimalni separaci riznych fosforylacnich forem CaMKK?2 bylo nutné nalézt vhodnou
kombinaci mezi koncentraci akrylamidu, koncentraci latky phos-tag, dobou elektroforézy a
elektrickym napétim, pfi némz bude elektroforéza probihat. Po pfedchozich zkuSenostech byl
vybran 12% gel s 50uM phos-tagem, pod napétim 180 V a dobou elektroforézy minimaln¢ 3,5
hodiny. Dal§im krokem bylo nalezeni optimalniho mnoZstvi jednotek U PKA na 1 mg proteinu.
Jedna jednotka PKA (U) je definovana jako mnozstvi enzymu potiebného pro pieneseni 1pmol
fosfatu na kasein béhem jedné minuty v pufru obsahujici Tris-HCI (pH =7,4), 20mM octan
hotecnaty a 0,2mM ATP piti 30°C.

V prvnich experimentech byla testovana fosforylace CaMKK2-S100,S511 s PKA o
riznych koncentracich. Reakéni objem c¢inil 200 pl a vzorek obsahoval 4uM CaMKK2-
S100,S511, 750uM ATP, 20mM MgCl, a proteinkinasu A o koncentraci 11,2; 18,7; 37,4; 60,0
a 74,7 pg PKA/mg CaMKK?2. Vysledky fosforyla¢nich reakci jsou vizualizovany na Obrazku
6.23.
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Obrazek 6.23 - Prifazené zony odpovidajici fosforylaci podle hmotnostné spektrometrické analyzy. 1 P CaMKK?2 obsahu-
jict fosfatovou skupinu pouze na serinu 100. 2 P CaMKK? fosforylovana na serinu 100 i 511. Byla pouzit 12% SDS-PAGE
obsahujici 50uM phos.tag.

Z Obrazku 6.24 1ze pozorovat dvé zony s riznou migracni rychlosti, pfisluSici CaMKK2
fosforylované pouze na jednom serinu a CaMKK2 fosforylované na Ser100 i na Ser511. Vzorky
v drahach 3-5 se uz nelisi a pravdépodobné odpovidaji fosforylované CaMKK?2-S100,S511 na
Ser100 a Ser511. Pro potvrzeni urovné fosforylace byly vzorky 1 a 3 podrobeny hmotnostné
spektrometrické analyze pomoci hmotnostniho spektrometru s iontové cyklotronovou celou -
15T solariX FT-ICR (Bruker Daltonics).

Vystup LC-MS analyzy vzorku 1 je vizualizovana na Obrazku 6.24 na strané 50.
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[— CaMKK2_P_9533.d: EIC 720.17820£0.005 +All MS —— CaMKK2_NP_9531.d: EIC 720.17820+0.005 +All MS |
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VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL + phospho
VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL
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T
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[— CaMKK2_P_9533.d: EIC 720.17820+0.005 +All MS —— CaMKK2_P_9533.d: EIC 704.18462+0.005 +All MS |

Obrazek 6.24 - Vystup z LC-MS analyzy vzorku cislo 1. A - Modre zndazornén elucni profil peptidu
GAMGSHLSGRKLSLOERSOGGLAAGGSL obsahujiciho Ser100 s fosfatovou skupinou. Cervené elucni profil téhoz peptidu
bez fosfatoveé skupiny. B - Modre znazornén elucni profil peptidu VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL obsahujiciho
Ser511 s fosfatovou skupinou. Cervené elucni profil téhoz peptidu bez fosfitové skupiny.

Z Obrazku 6.24 je patrné, Ze Ser511 neni zcela nafosforylovany, coz je v souladu i
s analyzou pomoci phos-tag gelu na Obrazku 6.23. Na Obrazku 6.25 na stran€ 51 je uvedena
analyza vzorku obsahujici 4uM CaMKK?2 fosforylovanou PKA o koncentraci 2684U PKA/mg
CaMKK2 (37,4 pg PKA/mg CaMKK?2).
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Obrazek 6.25 - Vystup z LC-MS analyzy vzorku cislo 3. A - Modre zndzornén elucni profil peptidu
GAMGSHLSGRKLSLOERSOGGLAAGGSL obsahujiciho Ser100 s fosfitovou skupinou. Cervené elucni profil téhoz peptidu
bez fosfatove skupiny. B - Modre znazornén elucni profil peptidu VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL obsahuji-
ctho Ser511 s fosfatovou skupinou. Cervené je elucni profil téhoz peptidu bez fosfitové skupiny.

Na rozdil od vzorku 1, vzorek 3 ma pln¢ fosforylovany Ser100 1 Ser511. Optimalni
koncentrace PKA byla tedy stanovena na 2684 U PKA/mg CaMKK?2, coz odpovida 37,4 pg
PKA/mg CaMKK?2. K dosazeni kvantitativni fosforylace na obou serinech je tedy zapotiebi az
16x vice proteinkinasy A neZ v ptipad¢ fosforylace pouze na Ser100.
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6.5.2 Fosforylace CaMKK2-S100,S511 zavisla na dobé a koncentrace CaMKK?2

V dalsi fazi bylo nutné optimalizovat dobu inkubace, pfi které dochazi ke kompletni
fosforylaci Ser511. Tento experiment byl proveden v pfitomnosti 4uM CaMKK2, 750mM
ATP, 20mM MgCl> a 2684U PKA/mg CaMKK2. Vizualizace fosforylacni reakce v zavislosti
na Case viz Obrazek 6.26.

NP 60 120 150 180 210 240 300 min

Obrazek 6.26 - Pritbéh fosforylace v zavisloti na case. . Byla pouzit 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos.tag
Vzorky na gel obsahovaly 20 ul reakcni smési a 4ul 5x pufru pro pripravu vzorkii. Elektroforéza probihala 3,5 hodiny

v pritomnosti ledu. NP — nefosforylovand CaMKK?2.5100,5511. Nasledujici vzorky obsahovaly reakcni smés ukoncenou
po 60, 120, 150, 180, 210, 240 a 300 minutdch.

Jelikoz hmotnostné spektrometrickd analyza prokazala oba fosforylované seriny po 300
minutach, byl zvolen na hmotnostni analyzu vzorek po dobé¢ inkubaci 240 minut pii 30 °C.
Vysledek hmotnostné spektrometrické analyzy pro Ser511 je zobrazen na Obrazku 6.27.

Intens.

17 VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL + phospho
—  VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL

17 K
0 T T T T T T T T T T

5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
[——CaMKK_P_9730.d: EIC 720.17720+0.005 +All MS —— CaMKK_P_9730.d: EIC 704.18380+0.005 +All MS |

Obrazek 6.27- Vystup z LC-MS analyzy vzorku obsahujici reakci ukoncenou po 240 minutiach. Modre zndzornén elucni
profil peptidu VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL obsahujiciho Ser511 s fosfatovou skupinou. Cervené elucni profil
téhoz peptidu bez fosfatové skupiny.

Z vysledkti LC-MS analyzy lze pozorovat, ze Ser511 je témét kompletné fosforylovan. Poté
byla pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag vizualizovana zavislost fosforylace
na koncentraci CaMKK2 ve smési. Byl sledovan efekt objemu reakéni smési, pfiCemz
koncentrace ATP a MgCl, byla vzdy stejna a zGstavalo zachovano latkové mnozstvi PKA a
CaMKK2-S100,S511. Kvili zpomaleni fosforylace v reakéni smési byla pouzita koncentrace
PKA 2000 U na miligram CaMKK?2. Pro tento experiment bylo pouzito 39,5 pg CaMKK2,
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750mM ATP, 20mM MgCl> a 2000 U PKA/mg CaMKK?2. Doba inkubace reakéni smési pii
30 °C byla 4 hod Vysledky fosforylacnich reakci Ize pozorovat na Obrazku 6.28.

NP 4 52 69 103 20,6 41,3 pM CaMKK2

1P

Obrazek 6.28 - Vysledek fosforylacnich reakci v zavisloti na koncentraci CaMKK?2. Bylo pouzito 39,5 ug CaMKK?2,
750mM ATP, 20mM MgCl> a 2000 U PKA/mg CaMKK?2. Doba inkubace fosforylacni reakce pri 30°C probihala 4
hodiny. Pro vizualizaci vysledki byla pouzita 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag.

Z Obrazku 6.28 je patrné, ze rychlejsi fosforylace CaMKK2 probiha pfi nizsich objemech
reak¢ni smési, tedy pii vyssich koncentracich CaMKK2..

6.5.3 Fosforylace CaMKK2-S100S511 v pritomnosti CaM

Dalsi testovanou moznosti jak ovlivnit ucinnost fosforylace byla fosforylace v
ptitomnosti kalmodulinu nebo DAPK2. Fosforylace CaMKK2-S100,S511 v pfitomnosti
Ca?'/CaM byla vizualizovana pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag véetné
Casoveé zavislosti (viz Obrazek 6.29). Fosforylacni smés obsahovala 750uM ATP, 20mM
MgClz, ImM CaClp, 4uM CaM a 4pM CaMKK2.

NP K 40 140 240 min
= ik + = aqr
]
A — -- il |

Obrazek 6.29 - Fosforylace CaMKK?2 po 40, 140 a 240 minutach. Znaménko — znazornuje reakcni smés bez CaM. Zna-
meénko + znazoriuje reakci s CaM.

Z gelu na Obrazku 6.29 lze pozorovat, ze kalmodulin brani fosforylaci Ser511.Toto
pozorovani lze vysvétlit tim, ze vazebné misto kalmodulinu se nachazi v blizkosti Ser511, ¢imz

muze dochazet ke sterickému branéni a snizeni pfistupnosti mista pro PKA.

6.5.4 Fosforylace CaMKK2-S100,S511 v pritomnosti CaM pomoci DAPK2

Ptedchozi studie naznacily, Ze proteinkinasa DAPK se také mlZe podilet na fosforylaci
Ser511 [28]. Reakéni smés obsahovala 4uM CaMKK2, 4 uM kalmodulin, 1 mM CaCl,,
750uM ATP, 20mM MgCl a riznou koncentraci DAPK2. Vysledek fosforylacni reakce byl
vizualizovan na pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag (viz Obrazek 6.30 na
stran¢ 54).

53



3 - 2P
- - - : — e NP 1P

Obrdzek 6.30 - Fosforylace CaMKK2 pomoci DAPK2. 1 — Nefosforylovand CaMKK2-S100,8511 s kalmodulinem, 2-
Nefosforylovanda CaMKK2-S100,S511 s kalmodulinem a DaPK2 o koncentraci 2,3 ug DAPK2/mg CaMKK?2, Frakce 3-9
obsahuji uz ATP. Koncentrace DAPK? ve frakci 3-5 byla 0,7; 1,5; 2,3 ug DAPK2/mg CaMKK?2. Frakce Sest obsahovala
kontrolu obsahujici CaMKK?2 s pouze jednim fosforylovanym serinu a éastecné i s fosforylavanymi Ser100 a Ser511.. Frakce
7-10 obsahuji fosforylacni reakci s DAPK?2 o koncenraci 14,4, 28,9; 43,4, 63,8 ug DAPK2/mg CaMKK?2.

Jak lze pozorovat z Obrazku 6.30, CaMKK2 neni pln¢ fosforylovana a pouze z ¢asti
obsahuje fosforylovany pouze jeden serin. Nasledné vzorek obsahujici DAPK2 o koncentraci
63,8 ug /mg CaMKK?2 byl posldn na hmostnostné spektrometrickou analyzu, jejiz vysledek Ize
vidét na Obrazku 6.31.

e R TESiE - 7 S TSEe0 5 TR
. A GAMGSHLSGRKLSLQERSQGGLAAGGSL
2]
]
I”ﬁno% CaVKK _4-P-100_12946.d: EIC 747.37120£0.05 +ATNS)|
o]
ol GAMGSHLSGRKLSLQERSQGGLAAGGSL + phospho
0s
vod——4 g % P % % % T (]
o]
] B VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL
R
2
.
end - CRRK P10 72075 6 B0 853 120302005 TAT|
ol VKTMIRKRAFGNPFEGSRREERSLSAPGNLL + phospho
08
0s
0
0

5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Obrazek 6.31 - Vysledky z LC-MS analyzy. A — Signal z peptidu obsahujici Ser100. Modre signal nefosforylovaného
serinu. Cervené signal serinu s fosfatovou skupinou. B — Signdl z peptidu obsahujici Ser511. Modre signdl nefosforylova-
ného serinu. Cervené signdl serinu s fosfatovou skupinou.
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Z vysledki je patrné, ze CaMKK2-S100,S511 je fosforylovana na obou serinech pouze
¢aste¢né. Proto byla fosforylace v pfitomnosti DAPK?2 vyloucena.
6.5.5 Fosforylace CaMKK?2 D330A
Jako posledni byla vyzkouSena fosforylace 4pM CaMKK2-D330A se Ctyfmi
fosforylaénimi misty. Byla pouzita koncentrace 2684U PKA/mg CaMKK2-D330A.

NP 10 30 60 90 120 180 240

4P

Obrazek 6.32 - Fosforylace CaMKK-D330A. Z phos-tag gelu Ize vypozorovat postupnou fosforylaci vsech 4 fosforylac-

nich mist.
Z obrazku 6.32 je patrné, ze pro nafosforylovani vSech 4 mist je potteba vét§iho mnozstvi
PKA nebo prodlouzeni inkubace.

6.6 Analyticka ultracentrifugace

Pro charakterizaci stability a stechiometrii komplexu mezi fosforylovanou CaMKK2-
S100,S511 a proteinem 14-3-3yAC byla pouZita analytické ultracentrifugace, metoda
sedimentacni rychlosti. K méfeni byla pouzita analytickd centrifuga ProteomLabTM XL-I
(Beckman Coulter, USA). M¢teni a vyhodnoceni provedla Mgr. Olivia Petrvalskéa, Ph.D

Experiment byl proveden pii konstantni koncentraci proteinu 14-3-3yAC a rGznych
koncentracich proteinu CaMKK2-S100,S511. Na Obrazku 6.33 na strané€ 56, je vynesena série
normalizovanych spojitych distribuci sedimentacnich koeficienti komplexu pro jednotlivé
body titrace. Z Obrazku na stran€¢ 56 je vidét posun sedimenta¢niho koeficientu komplexu
k vy$§im hodnotdm oproti sedimenta¢nim koeficientim jednotlivych proteinti, coz dokazuje
jeho tvorbu. Analyza dale ukédzala, ze CaMKK2-S100,S511 s proteinem 14-3-3yAC interaguje
v poméru 1:2 a pro tento komplex byla odhadnuta zdanliva disocia¢ni konstanta Kp =
125+15nM. Ddle byla provedena titrace proteinu 14-3-3yAC kalmodulinem a CaMKK2-
S100,S511. Z Obrazku 6.34 na stran€ 56 je patrné, Ze sedimentacni koeficient pro komplex
kalmodulin:CaMKK?2 je totoZzny se sedimentaénim koeficientem proteinu 14-3-3yAC. Avsak
sedimentacni koeficient komplexu CaMKK2-S100,S511:kalmodulin:protein 14-3-3yAC je
vétsi nez sedimentacni koeficient samotného proteinu 14-3-3, ale i vétsi nez v komplexu
CaMKK2:protein 14-3-3yAC, coz dokazuje tvorbu terndrniho komplexu v poméru 1:1:2.

Zdanliva disocia¢ni konstanta pro tento komplex byla stanovena na Kp= 300 +40 nM .
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Obrazek 6.33 - Série normalizovanych spojitych distribuci sedimentacnich koeficientii komplexu
14-3-3yAC:pCaMKK2-S100,s511. 14-3-3yAC mélo konstantni koncentraci 6 uM a koncentrace pCa-
MKK2-§100,S511 se pohybovaly v rozsahu 0,3-30 uM
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Obrazek 6.34 - Série normalizovanych spojitych distribuci sedimentacnich koeficientit komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2-
S§100,8511:CaM. 14-3-3yAC melo fixni koncentraci 6 uM a koncentrace komplexu pCaMKK2-S100,8511:CaM se pohybovaly
v rozsahu 0,3-30 uM. Vyhodnoceno v programu SEDFIT, Graf byl vytvoren v programu Gussi.

56



7 Diskuze

Ca*"/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasy (CaMKK) jsou serin/threonin kinasy,
které¢ se ucastni vapnikové signadlni dridhy, piicemz u savcli byly popsany dvé isoformy
CaMKK, CaMKKI1 a CaMKK?2. Pii zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych kationt
dochazi k aktivaci CaMKK prostiednictvim vazby komplexu Ca**/kalmodulin na C-koncovy
segment CaMKK, coz uvolni autoihibici pferuSenim interakci autoinhibi¢niho segmentu s
aktivnim centrem kinasy. Aktivované CaMKK nasledné fosforyluji a aktivuji proteinkinasy
CaMK1 a CaMK4 a v ptipad¢ CaMKK2 i AMPK [19, 22, 29].

Aktivita CaMKK je déle regulovdna prostfednictvim fosforylace cAMP-dependentni
proteinkinasou A (PKA). PKA fosforyluje nékolik rezidui vcetn¢ Ser100 a Ser511. Tato
rezidua jsou vysoce konzervovand a vizoform& CaMKKI1 zprosttedkovavaji interakci
s proteinem 14-3-3, coz ma za nasledek vyrazné snizeni aktivity CaMKK1 [31]. Nedavné studie
naznacily, ze v ptipad¢€ tvorby komplexu CaMKK2 s proteinem 14-3-3 nedochézi k inhibici,
jako u isoformy CaMKK1, nybrz aktivita fosforylované CaMKK?2 se v komplexu dokonce
mirn¢ zvysila. Pfesna tloha proteinu 14-3-3 v regulaci CaMKK?2 tak zGstava stale nejasna.
Nicmén¢ dalsi experimenty naznacily, ze protein 14-3-3 by mohl chranit CaMKK2 pted
defosforylaci threoninu Thr145, jejiz fosforylace udrzuje CaMKK2 v inhibovaném stavu [32].
Pro dalsi studium CaMKK?2:14-3-3 komplexu a zejména pro jeho strukturni analyzu je nutné
ptipravit CaMKK?2, kterd bude plné¢ fosforylovdna na Serl00 a Ser511, tedy obou 14-3-3
vazebnych motivech. Cilem této prace bylo optimalizovat protokol pro fosforylaci CaMKK2 a
charakterizovat komplex tvofeny proteinem 14-3-3yAC a CaMKK2-S100,S511 obsahujici plné
fosforylované 14-3-3 vazebné motivy pomoci analytické ultracentrifugace.

Nejdrive bylo nutné ptipravit vSechny potebné proteiny: CaMKK2-S100,S511, CaM, 14-3-
3yAC, TEV proteasu a cAMP-dependentni proteinkinasa A. VSechny tyto proteiny byly
uspeésné exprimovany v bakteridlnim expresnim systému a purifikovany. MnozZstvi a Cistota
ptipravenych CaMKK2-S100,S511 (Obrazek 6.22, str. 48), CaM (Obrazek 6.10, str. 43) a 14-
3-3yAC (Obrazek 6.16, str. 45) byly dostacujici pro nasledujici experimenty. Také byla
pfipravena aktivni forma TEV proteasy a PKA, jejiz kinasova aktivita byla srovnatelna
s komer¢ni PKA (Obrazek 6.7 na str. 41). Nasledovala optimalizace fosforyla¢niho protokolu
CaMKK2-S100,S511 pomoci PKA. Vysledky fosforyla¢nich reakci byly vizualizovany
pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50 uM phos-tag. Pro kontrolu byly vzorky jesté podrobeny
hmotnostné-spektrometrické analyze. Vysledna koncentrace PKA pro kompletni fosforylaci
CaMKK2 na obou serinech (Ser100 a Ser511) byla stanovena na hodnotu 37,4 ug PKA/mg
CaMKK2-S100,S511.

U fosforylované CaMKK2-S100,S511 byla nasledné studovana jeji interakce s proteinem
14-3-3yAC v pfitomnosti 1 nepfitomnosti CaM pomoci analytické ultracentrifugace metodou
sedimentacni rychlosti. Vysledky téchto méfeni ukézaly, Ze stechiometricky pomér
jednotlivych proteinti v komplexu CaMKK2-S100,S511:protein 14-3-3yAC odpovidd poméru
1:2 (tedy jedna molekula CaMKK?2 interaguje s dimerem proteinu 14-3-3) (Obrazek 6.33 str.
56) a dale byla stanovena zdanliva disocia¢ni konstanta tohoto komplexu (Kp= 125 + 15 nM).

57



Zaroven byla studovana interakce CaMKK2-S100,S511 v ptitomnosti obou regulacnich
partnert, kalmodulinu i proteinu 14-3-3. Molarni stechiometrie ternarniho komplexu odpovida
poméru 1:1:2 (CaMKK2-S100,S511:CaM:dimer 14-3-3yAC) (Obrazek 6.32, str. 56). Zdanliva
disocia¢ni konstanta pro tento komplex byla odhadnuta na Kp= 300+40 nM.

Tyto experimenty ukazaly, Ze pripravend fosforylovana CaMKK2-S100,S511 tvoii stabilni
komplex s proteiny CaM a 14-3-3yAC, jejichz struktura bude nasledn¢é studovéna pomoci
metod SAXS, chemického zesiténi spojeného s MS, H/D vymény spojené s MS a ptipadné i
proteinové krystalografie.
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8 Zaver
e Bylo pfipraveno miligramové mnozstvi aktivni cAMP-dependentni proteinkinasy A a
TEV proteasy.
¢ Bylo pfipraveno miligramové mnozstvi kalmodulinu a proteinu 14-3-3yAC

e Bylo pfipraveno miligramové mnozstvi lidské Ca*'/kalmodulin-dependetni kinasy
kinasy 2 (rezidua 93-517), obsahujici mutace T145A, D330A, S495A

e Pomoci phos-tag SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrie byl optimalizovan
fosforylaéni protokol pro CaMKK2-S100,S511

e Pomoci analytické ultracentrifugace byla ovétena stechiometrie komplexu mezi fosfo-
rylovanou CaMKK2-S100,S511 a proteinem 14-3-3yAC a mezi fosforylovanou Ca-
MKK?2-S100,S511, kalmodulinem a proteinem 14-3-3yAC

e Pomoci analytické ultracentrifugace byla stanovena zdanlivé disocia¢ni konstanta
mezi fosforylovanou CaMKK2-S100,S511 a proteinem 14-3-3yAC
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