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Abstrakt

Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasa 2 (CaMKK2) patfi do rodiny
serin/threonin proteinkinas, které se Ucastni vapnikové signalni drahy. Pfi zvyseni intraceluldrni
koncentrace vapenatych kationt dochazi k aktivaci kalmodulinu (CaM), ktery ndsledné aktivuje
své vazebné partnery, mezi které patti CaMKII, CaMKIll, CaMKK1 a CaMKK2. CaMKK2 nasledné
aktivuje prostrednictvim fosforylace proteinkinasy CaMKI, CaMKIV a AMP-dependentni kinasu,
AMPK.

Pfirozené se v burnkach CaMKK2 vyskytuje v autoinhibovaném stavu, ktery je zplsobeny
sterickym branénim aktivniho mista autoinhibi¢ni doménou. P¥i vazbé s kalmodulinem dochazi
k odklonéni autoinhibi¢ni domény a tim ke zpfistupnéni aktivniho mista. Po aktivaci dochazi u
CaMKK k autofosforylaci a tim ke zvySeni aktivity. Negativni regulace je zplsobena fosforylaci
cAMP-dependentni proteinkinasou A (PKA) a GSK3. Pro CaMKK1 i CaMKK2 byla identifikovana
mista, kterd jsou fosforylovana PKA. Dvé z nich jsou soucasti vazebného motivu pro proteiny
14-3-3. Predchozi studie ukazaly, Ze protein 14-3-3 udriuje fosforylovanou CaMKK2
vinhibovaném stavu tim, Ze bradni defosforylaci S495, ktery blokuje vytvoreni vazby
s kalmodulinem. Nicméné je nejasné, jestli je to jedind uloha proteinu 14-3-3 v regulaci
CaMKK2.

Hlavnim cilem této diplomové prace byla optimalizace protokolu pro fosforylaci lidské
CaMKK2 (rezidua 93-517) obsahujici ¢tyti PKA fosforylaéni mista, Ser100, Thr145, Ser495 a
Ser511, a nasledné charakterizovat komplex proteinu CaMKK2:14-3-3yAC pomoci analytické
ultracentrifugace metodou sedimentacni rychlosti, chemickym zesiténim spojenym s MS,
vodik-deuteriovou vyménou spojenou s MS a malodhlovym rozptylem rentgenového zareni.

Pomoci analytické ultracentrifugace byla stanovena zdanlivd disociaéni konstanta pro
komplex CaMKK2:14-3-3yAC. Chemické zesiténi poskytlo informaci o vzajemné orientaci
proteinll, vodik-deuteriovd vyména poskytla informaci, které oblasti jsou ovlivnény vazbou, a
malouhlovy rozptyl rentgenového zareni spolecné s pocitaCovym modelovanim poskytly
zakladni strukturni parametry, tvar molekulovych obalek a vytvoreni pfiblizného modelu, ktery

je v souladu s pfedchozimi experimenty.



Abstract

Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2) belongs to the serine/
threonine protein kinase family, which is involved in the calcium signaling pathway. The
increase of intracellular calcium concentration induces the activation of calmodulin (CaM),
which then activates its binding partners including CaMKII, CaMKIll, CaMKK1 and CaMKK2.
CaMKK2 activates CaMKI, CaMKIV and AMP-dependent kinase, AMPK, by phosphorylation.

CaMKK2 is naturally present in cells in an autoinhibited state, which is caused by the steric
hindrance of the active site by the autoinhibitory domain. When calmodulin binds to the
calmodulin-binding domain, the autoinhibitory domain is removed and the active site becomes
accessible. Upon activation, CaMKK2 undergoes autophosphorylation, which increases its
enzyme activity. Negative regulation of CaMKK2 is mediated by cAMP-dependent protein
kinase A (PKA)- and GSK3-dependent phosphorylation. Sites phosphorylated by PKA have been
identified for both CaMKK1 and CaMKK2. Two of them are also motifs recognized by scaffolding
14-3-3 proteins. Previous studies have shown that the 14-3-3 protein binding maintains
phosphorylated CaMKK2 in an inhibited state by blocking the dephosphorylation of S495, which
prevents the binding to calmodulin. However, it is unclear if it is the only role of the 14-3-3
protein in the regulation of CaMKK2.

The main goal of this master thesis was to optimize the protocol for the phosphorylation of
human CaMKK2 (residues 93-517), which contains four phosphorylation sites (Ser100, Thr145,
Ser495 and Ser511) and to characterize the CaMKK2:14-3-3yAC protein complex by analytical
ultracentrifugation-sedimentation velocity method, chemical crosslinking coupled to MS,
hydrogen-deuterium exchange coupled to MS and small angle X-ray scattering.

The apparent dissociation constant of the CaMKK2:14-3-3yAC complex was determined by
analytical ultracentrifugation, chemical crosslinking provided information about the mutual
orientation of both proteins. The hydrogen-deuterium exchange provided information about
areas which are affected by the complex formation, and the small-angle X-ray scattering
together with computer modeling provided the basic structural parameters of the complex, its

molecular envelope, and an approximate model consistent with previous experiments.
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1. Literarni uvod

1.1. Proteinkinasy a fosfatasy

Proteiny jsou velice dulezité pro nas Zivot a mizZeme je délit podle jejich tvaru, funkci nebo
slozeni. Podle jejich funkce je miZeme dale rozdélit na stavebni, zajiStujici pohyb, transportni Ci
katalytické. VétSinu biochemickych déjli v téle maji na starost enzymy, které patfi do skupiny
katalytickych proteind. Ty dale lze délit podle jejich mechanismu plsobeni na 7 tfid,
oxidoreduktasy, transferasy, hydrolasy, lyasy, isomerasy, ligasy a translokasy. Nékteré z nich
zpUsobuji fosforylaci a nazyvaji se kinasy. Opacny proces, tedy defosforylaci, zpusobuji
fosfatasy, které pattfi mezi hydrolasy. Proteinkinasy patfi do tfidy transferas a ucastni se
posttransla¢ni modifikace proteinQ, pti niz prenaseji fosfatovou skupinu za spotreby ATP. Bézné
se fosfatova skupina prendsi na serin, threonin ¢i tyrosin vazbou pres kyslik, ale v nékterych
pfipadech dochazi k fosforylaci pres N-vazbu, pfi niz je fosfatova skupina prfenesena na arginin,
histidin nebo lysin. Vyznam fosforylace spociva v aktivaci nebo inhibici daného substratu, a
tudiz preneseni signdlu. Kromé preneseni fosfatové skupiny odliSnou kinasou je mozna i tzv.
autofosforylace, kdy kinasa fosforyluje sama sebe [1].

AZ 2 % genomu eukaryotnich bunék je tvorfeno geny proteinkinas a jen malé mnozZstvi kinas
je konstantné aktivnich [2]. VétSina kinas je regulovana pomoci interakci s dalSimi enzymy.
V dnesni dobé je zndmé, Ze kinasy jsou také aktivované i kinasami kinas a ty jsou aktivované

kinasami kinas kinas, jako je napfiklad v MAPK signalni draze (Obrazek 1.1) [3].

MAPKKK) — ﬁAPKKK

l et
MAPKK + — MAPKK

I e®
MAPK — MAPK

Obrdzek 1.1 - Cdst MAPK signdini dréhy. Fosforylovand MAPKKK aktivuje fosforylaci MAPKK a ta ndsledné
MAPK stejnym mechanismem. MAPK z angl. mitogen-activated protein kinases. Prevzato z [3].

Nékteré z kinas se objevuji napfi¢ vSemi eukaryotnimi systémy, nékteré jsou specifické pro
dany systém [2]. Kinasy se rfadi do rodin podle sekvencni podobnosti. Lidsky kinom (Obrazek 1.2
na strané 10) obsahuje 8 rodin eukaryotnich kinas, mezi které patti i rodina CaMK. Soucasti této

rodiny je protein CaMKK2, studovany v této praci, ktery se ucastni vapnikové signalni drahy [4].
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Obrazek 1.2 - Schéma lidského kinomu. Lidsky kinom obsahuje 8 rodin eukaryotnich proteinkinas a 7 rodin
atypickych kinas. Mezi typické patfi: tyrosin kinasy (TK), tyrosine kinase-like (TKL), homology kvasinkovych kinas
Sterile 7/MEK, Sterile 11/20 (STE), kasein kinasy 1 (CK1), proteinkinasy A, C, G (ACG), Ca?*/kalmodulin-dependentni
kinasy — (CaMK), CDK, MAPK, GSK, CDLK a RGC kinasy (CMGC). Prevzato z [4].
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1.2. Vapnikova signalni draha

Podobné jako fosfatova skupina, vapenaté kationty méni strukturu a elektrostaticky naboj
bilkovin, tudiz se proteiny, které vazou vapnik, ucastni signalnich drah a maji vétSinou efekt
pravé na kinasy nebo fosfatasy. Koncentrace Ca?* iontd mimo buriku je pfiblizné 103 mol/dm?3,
kdeZto uvnitf buriky 10”7 mol/dm3. Regulace kationtl je zprostfedkovana pomoci vapnikovych
kanald, které se tfidi do riznych skupin podle typu prenosu. Kanaly fizené napétim se dale déli
na L-, N-, P-, Q-, R- a T-typ, podle typu bunék, kde se nachazi. Ddle existuji kanaly, které jsou
fizeny pomoci vazby ligandu, napf. inositoltrifosfatové receptory (IP3) a ryanodinové receptory
(RyR). Dalsi systém, ktery pfispiva ke zméné koncentrace Ca?*, jsou iontové pumpy, pfikladem
je Ca?*/ATPasa nebo Ca?*/Na* pumpa. Vysledkem vsech téchto pfispévkd je pfisné fizena
regulace iontd jak vintraceluldrnim prostoru, tak v konkrétnich organelach bunky
(Obrazek 1.3). V dasledku zvySeni koncentrace vapenatych iontl v mezibunécném prostoru

vznikne signal, ktery se nasledné prenasi z proteinl az k cilovému substratu [5].

L
Extraceluldrni W A | B - 5 g
prostor w 23 Ca kanaly Rustové Receptor spfazeny
B & [ Ca ] napéfové kanaly, fakto 5 G-proteinem
x % 5 ry
X" ] cal cat ligandové kanaly

- . 2mM

cgﬂ*m* 4 200¢ YOG
umpa ATPasa HEX g ﬁ g
e
; sl ; maﬂa & .(i"PIP
Bt - (3 PIp 2
3 walr
@ o SK+ . PLC g 100 nm | Mitochondrie GDP
( MNat A ]
" 0 Ga2t = -
] ot
Cytoplasma
1t ch?t SERCA.
{IP3R,RYR) | ATPasa

oo a a

Endoplasmatické retikulum I

Obrdzek 1.3 - Regulace intraceluldrni hladiny Ca * (Zluté) v burice [5]. A - Regulace koncentrace Ca?* v burikdch
pfi klidové fdzi. B — Regulace koncentrace Ca®* v bufice pfi vdpnikové signalizaci — dochdzi k zvyseni koncentrace
vintraceluldrnim prostoru pomoci aktivovani napétovych kandli a otevreni IP3R receptoru.

V proteinech je vapnik zachycen pomoci Sesti az sedmi karboxylovych skupin ve tvaru
pentagonalni bipyramidy (Obrazek 1.4). Kzachyceni vapenatych kationtll dochazi v oblasti
tzv. EF-motivu, ktery je tvofen usporadanim helix-otocka-helix. Jednim z nejvice

prostudovanych proteind, které vazi vapnik, je kalmodulin [5-8].

Obrdzek 1.4 - Ca®* kation vdzany v EF motivu: Vdpenaty kation (Zluté) je stabilizovdn pomoci 6 aminokyselin a
vody (modre) ve tvaru pentagondlIni bipyramidy. Cervené jsou znaceny kysliky [7].
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1.2.1 Kalmodulin (CaM)

Kalmodulin je maly protein o velikosti pfiblizné 17 kDa, ktery se vyskytuje napfi¢ vSemi
eukaryotnimi systémy a jeho struktura je vysoce konzervovana. Prostfednictvim vazby reguluje
fadu rGznych proteinl véetné fosfatas a kinas. Kalmodulin obsahuje ¢tyfi EF motivy, které jsou
vazebnymi misty pro vapenaté kationty suM afinitou. Vazba Ca®** zpuUsobuje odhaleni
hydrofobnich aminokyselin (Obrazek 1.5A) a diky tomu se kalmodulin dokaze selektivné vazat
na své vazebné partnery. Vazebné misto pro kalmodulin neni presné definované sekvenci
aminokyselin, ale je tvofeno a-helixem, ktery je z ¢asti kladné nabity a obsahuje hydrofébni
aminokyseliny (Obrazek 1.5B a 1.5C) [9]. Dva EF motivy se nalézaji na N-koncovém laloku, dva
na C-koncovém laloku. Tyto dva laloky jsou spojeny centralnim a-helixem tvofenym osmi

otockami, coz zplsobuje flexibilitu daného proteinu.

A

Obrdzek 1.5 - Struktury kalmodulinu. Cervené jsou znaceny Ctyfi atomy vdpenatych kationtd. A - Struktura
samotného kalmodulinu, PDB: 1CLL. B - Kalmodulin ve vazbé s peptidem CaMKK2 (modre) (PDB:1CKK). C -
Zndzornéni elektrostatickych sil peptidu CaMKK2. Modrd barva odpovidd kladnému nadboji, Cervend zdpornému
ndboji, bila — hydrofobnim aminokyselinam. Vizualizace pomoci programu PyMOL [10].

U kalmodulin-dependentnich kinas a kalmodulin-dependentnich kinas kinas (CaMK a
CaMKK) se kalmodulin-vazebné misto prekryva s autoinhibi¢ni doménou. Po navazani
Ca?*/kalmodulinu dochéazi k pferuseni interakce autoinhibi¢ni domény s aktivnim mistem a
kinasy mohou predat signal dal prostfednictvim aktivace jejich substrat(. V pripadé CaMK1 a
CaMK2 je orientace navdzaného kalmodulinu opac¢na nez u peptidu CaMKK1 (Obrazek 1.6), coz

naznacuje, ze kalmodulin mize mit i jinou funkci [11].

Obrdzek 1.6 - Kalmodulin (svétle modre) s navdzanymi ¢tyFmi vdpenatymi kationty (Zluté) v komplexu
s peptidy. A - CaMKK z haddtka obecného (PDB: 11Q5) B - krysi CaMKK1 (PDB:1CKK) C) CaMKIl (PDB:3GP2) D -
CaMK1 (PDB:1MXE). Modre N-konec. Fialové C-konec. Orientace kalmodulinu je neménnd. Vizualizovdno
v aplikaci PyMOL [10].
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Kalmodulin prostfednictvim svych vazebnych partner( ovliviiuje transport iontli, osmoticky
tlak, rast bunék a bunécnou smrt, autofagii, skladani proteind, jejich fosforylaci a defosforylaci,
svalové kontrakce, genovou expresi etc. Pfi jeho dysregulaci dochazi k rakoviné a dalSim

onemocnénim [12].

1.2.2 CaMK, CaMKK a AMPK

CaMK je oznadeni pro Ca%*/kalmodulin-dependentni kinasy a CaMKK je oznaceni pro kinasy
téchto kinas, které patti do rodiny serin/threonin kinas a jejich kinasova aktivita je zavisla na
pfitomnosti kalmodulinu. Do rodiny CaMK patfi CaMKI, CaMKII, CaMKIIl (zndma jako eEF-2K) a
CaMKIV. Do rodiny CaMKK patfi CaMKK1 (CaMKKa) a CaMKK2 (CaMKKp). VSechny tyto kinasy
jsou tvoreny kinasovou doménou, ktera obsahuje ATP-vazebné misto, kalmodulin-vazebnou
doménou a autoinhibi¢ni doménou (u CaMKIIl neni tato informace zndma). Kromé toho CaMKII
obsahuje i doménu, kterd je odpovédna za oligomerni stav, proto se CaMKIl jako jedind
vyskytuje ve formé dodekameru. Pro vSechny CaMK kinasy je typickd autoinhibice, ktera je
zpUsobena autoinhibi¢ni doménou, jeZ interaguje s mistem, kde se vaze substrat.

Pfi zvySeni hladiny vdpenatych kationtl v burice dochazi k vazbé CaM, kterd zpusobuje
uvolnéni autoinhibi¢ni domény a zpfistupnéni vazebného mista pro dany substrat. Dale u
CaMKIl, CaMKIIl, CaMKIV, CaMKK1 a CaMKK2 dochazi k autofosforylaci, jez ma za nasledek
zvySeni aktivity enzymu a u CaMKIl dochazi také ke zvySeni afinity ke kalmodulinu. Zatimco
CaMKIl je zavisld pouze na vazbé kalmodulinu, CaMKIl a CaMKIV potiebuji pro svou aktivaci
jesté CaMKK, ktera fosforyluje jejich threonin v aktivni smy¢ce.

Kalmodulin-vazebné misto také obsahuje druhé fosforylaéni misto, které brani vazbé
kalmodulinu a prispiva tak k inhibici enzymatické aktivity. Pritomnost rdznych fosforylacnich
mist, jez maji funkci aktivovat ¢i inhibovat enzym, ma za nasledek pfisné fizenou enzymatickou
aktivitu a tudiz pomaha vytvofit konkrétni signal [13].

CaMKK1 a CaMKK2 jsou v katalytické doméné pfiblizné ze 70 % sekvencné podobné. Oba
proteiny obsahuji oblast bohatou na proliny, diky niz vyhledavaji své substraty, CaMKI a
CaMKIV, avsak CaMKK2 jesté navic aktivuje AMPK. Obé tyto kinasy jsou fosforylované
cAMP-dependentni proteinkinasou A (PKA), diky niz zGstavaji v inhibovaném stavu, a obé tyto
kinasy interaguji s proteinem 14-3-3 [14, 15].

AMP-aktivovana proteinkinasa neboli AMPK je kinasa citlivda na zmény poméru koncentraci
AMP:ATP v burice. Pfi nadbytku AMP je schopna potlacit déje, které spotfebovavaji ATP. Ddle
jeji aktivitu zvysuje fosforylace na pozici T172, ktera je zprostfedkovavana pomoci proteinkinas
LKB1 a CaMKK2. Na rozdil od kalmodulin-dependentnich kinas neni zavisld na pfitomnosti
Ca?*/CaM, ale pouze na autonomni aktivité CaMKK2. Aktivita AMPK zpUsobend fosforylaci T172
je daleko vyssi, neZ aktivita AMPK zpUsobena vazbou AMP, tudiz komplex CaMKK2/AMPK je tak
dale regulovan pfitomnosti Ca?*, nikoli AMP, coZ naznaduje funkci CaMKK2 jako molekuldrniho
prepinace mezi CaMKK2/CaMK a CaMKK2/AMPK drahou [16].
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PFi dysfunkci CaMKIV bylo pozorovano zhorSeni motorickych vlastnosti a paméti. CaMKI je
dllezita pro rlst axonu a dendritd, tudiz CaMK a CaMKK jsou dulezité pfi vyvoji mozku. P¥i jejich
dysfukci byla pozorovana onemocnéni jako schizofrenie, bipolarni porucha, deprese a dalsi
neurologickd onemocnéni, proto poskytuji velké pole plsobnosti a jsou intenzivné studovany.
Ca?*/kalmodulin-dependentni signalni drdha je zndzornéna na Obrazku 1.8, str. 16.

Ca**/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasa 2 (CaMKK2)

Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasa kinasa 2 (CaMKK2) neboli CaMKKB patfi do
rodiny serin/threonin kinas a je pfimo aktivovana kalmodulinem. Existuje 7 transkripcnich
variant, které jsou prepsany do Sesti isoforem. Visoformdch 5-6 chybi kalmodulin-vazebna
doména [17]. Mezi jeji substraty patfi CaMKI, CaMKIV a AMPKa. K nejvyssi expresi dochazi
vmozku a ovliviiuje regulaci glukézy a ndladu. Pti jeji dysregulaci dochdzi napriklad k

schizofrenii ¢i rakoviné [18].

Struktura a regulace CaMKK2

Lidskd CaMKK2 je tvorena 588 aminokyselinami, na rozdil od lidské CaMKK1, ktera jich ma
pouze 505. Podle dosavadnich poznatk( se CaMKK2 sklada ze tfi domén (Obrazek 1.7): z dvou
regula¢nich domén a kinasové domény, ktera obsahuje oblast bohatou na argininy/proliny (RP)
a ATP vazebné misto. Prvni regula¢ni doména se naléza na N-konci, druha na C-konci a sklada
se z autoinhibi¢ni domény a kalmodulin-vazebné domény a je typicka pro vSechny CaMK kinasy.

Pro vSechny kinasy je typicky DFG motiv, ktery se vyskytuje v aktivni smyéce a jehoz
fosforylaci se kinasa aktivuje. V pfipadé CaMKK2 se naléza DFG motiv v oblasti D330-G332 [19].

1 !
N=TT 1T R ar KD AID CBD C
o ot
= = e < SN -
W NN = o Qo
on < < n
[ =uwv n
124-142 Regulaéni doména AID 472-477 Autoinhibiéni doména RP 204-226 Oblast bohata na Pro @ Autofosforylovana mista
KD 165-446 Kinasovd doména [ CBD = 475-500 Kalmodulin vazebna doména [ATP) 270-272 ATP vazebné misto @ PKA

Obrdzek 1.7 Doménovd struktura CaMKK2. CaMKK2 je pozitivné regulovdna vazbou kalmodulinu a viastni
autofosforylaci na T85 a T482. Naopak negativni regulace spociva ve fosforylaci PKA vazebnych mist (oznaceny
Cervené) Ci fosforylaci v regulacni doméné na N-konci (aminokyseliny oznacené modre).

CaMKK2 se pfirozené vyskytuje v neaktivni formé zplsobené vlastni autoinhibici,
kalmodulinu v oblasti kalmodulin-vazebného mista, které se castecné prekryvd pravé
s autoinhibi¢ni doménou, je tato doména odklonéna od aktivniho mista a nasleduje
autofosforylace na T85 a T482, coz ma za nasledek zvyseni aktivity. Aktivni CaMKK2 je dale
regulovana fosforylaci v regulacni doméné, kde GSK3 a CDK5 fosforyluji S129, S133 a S137, jez

ma za nasledek potlaceni autonomni aktivity a vede ke spravnému vyvoji axona [16, 18, 20].
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Ke snizeni aktivity dochdzi také fosforylaci PKA fosforylaénich mist, coz jsou S100, T145, S495 a
S511. Efekt fosforylace téchto mist byl prvné popsan u CaMKK1 [21]. Fosforylovany S495
blokuje vazbu s kalmodulinem a fosforylovany S100 a S511 zprostfedkovavaji vazbu s
proteinem 14-3-3, ktery chrani fosforylovany S495 pred defosforylaci, a tudiz pred predéasnou
aktivaci CaMKK2 [22]. Oblast bohata na argininy a proliny je nasledné dulezita pro rozpoznani
CaMKI a CaMKIV a tudiz pro jejich aktivaci. CaMKI a CaMKIV jsou tedy zavislé na pfitomnosti
CaMKK2 i CaM, na druhou stranu AMPK je zavisla pouze na autonomni aktivité CaMKK2. P¥i
fosforylaci T482 u CaMKK2 dochazi k aktivaci AMPK, kterd nasledné fosforyluje T145 u CaMKK2

a tak zajistuje aktivitu CaMKK2 zavislou na pfitomnosti kalmodulinu [23].

Biologicka funkce

V soucasné dobé pribyva lidi, ktefi maji problém s obezitou, kterd souvisi se Spatnym
metabolismem cukrl. ZhorSeni tohoto efektu ma za nasledek cukrovku 2. typu. Obezita
koreluje se snizenou hladinou vdpenatych kationt( v intraceluldarnim prostoru buriky, pficemz
nasledné dochazi k jejich uvolnéni z endoplazmatického retikula, coz ma za nasledek aktivovani
kalmodulinu a kalmodulin-dependentnich kinas. Dosavadni studie ukazuji, Ze CaMKK2 reguluje
prostfednictvim AMPK hladinu cukru v téle. Mysi, které pfisly o gen exprimujici CaMKK2, si
udrzovaly standardni hladinu inzulinu i po dobu vystaveni stresim jako hladovéni, pfekrmeni a
nizkotu¢nym dietdm. To naznacuje, Ze role CaMKK2 v pankreatu spociva v regulaci odpovédi
organismu na hladinu inzulinu. PFi sedavém reZimu a nadbytku Zivin dochazi ke zvySené hladiné
CaMKK2, jez aktivuje AMPK, coZz zpusobi vyssi hladinu leptinG, které stimuluji absorpci a
uskladnéni lipid do tkani a snizuji citlivost na inzulin, coZ nasledné vede k obezité a cukrovce 2.
typu. Zvysena hladina cukru muze také vyvolat oxidacni stres, coZ ovliviiuje i spravny rust kosti.
Regulace CaMKK2 by tak mohla byt cennym terapeutickym cilem, jak pro reSeni obezity a
cukrovky 2. typu, tak pro spravnou regeneraci kosti [24, 25].

CaMKK2 ma nejvysSi expresi vmozku, a tudiz je spojovdna s neurodegenerativnimi
chorobami jako je napfiklad Alzheimerova choroba. Jeji exprese souvisi s regulaci transferin,
které udriuji stabilni hladinu Zelezitych kationtl prostfednictvim CaMKIV. Spatna regulace
transferinG zplsobi nahromadéni Zeleza v mozku, coZ vede k poskozeni neuronll [26, 27].

CaMKK2 je také spojovana s rakovinou prostaty [28].
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Obrdzek 1.8 - Ca®* signdini drdha. PFi zvyseni koncentrace Ca?* ionti v intraceluldrnim prostoru buriky dochdzi
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PDB: 5UY6.
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1.3. Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 ziskaly svij nazev zmigracni a elucnipozice na dvourozmérné
DEAE-celulosové chromatografii a z migracni pozice na Skrobové elektroforéze. Jsou velice
konzervované a jsou exprimovany ve vSech eukaryotickych systémech. Devét savcich isoforem
je pojmenovano dle fecké abecedy — a (fosforylovana B), B, v, & (fosforylovandy), €,{ n, o, ta
dale kvasinky obsahuji dvé isoformy, Bmh1l a Bmh2. VSechny proteiny 14-3-3 vytvafi stabilni
homo ¢i heterodimery. Molekulovd hmotnost protomeru se pohybuje okolo 30 kDa a jejich
izoelektricky bod lezZi v kyselé oblasti, okolo hodnoty 4 az 5 [29].

Protomery proteint 14-3-3 se skladaji z9 a-helixd, které jsou navzajem v antiparalelni
poloze, v dimeru nasledné utvafi dva Zlabky, které jsou typické pro vazbu s jejich partnery ¢i
ligandy (Obrazek 1.9A). Dimer ma tvar kalichu, kde vnitfni ¢ast tvori prevainé konzervované
aminokyseliny. Zatimco a-helixy 3 a 5 jsou tvofeny polarnimi aminokyselinami, a-helixy 7 a 9
spiSe hydrofobnimi.

Proteiny 14-3-3 vaZou pouze nestrukturovany peptid obsahujici fosforylovany serin i
threonin. Vazba je stabilizovand pomoci solnych mlstkd a vodikovych vazeb. Napfriklad u
proteinu 14-3-3C se této vazby ucastni K49, R56 a R127, diky ¢emuz vznikaji solné mustky, a také
Y128, ktery wvytvari vodikovou vazbu [29]. Byly nalezeny tfi zdkladni typy motivi pro vazbu
s proteinem 14-3-3: RSXpSXP, RXXXpSXP a pS/pT(X1-2)-COOH, kde pS predstavuje fosfoserin, R
je arginin, P je prolin a X je jakakoliv aminokyselina. Avsak je zajimavé, Ze ne vSechny proteiny
interagujici s proteinem 14-3-3 tuto sekvenci maji [30—32]. Jeden z vazebnych partnerl je i
protein CaMKK2, jez obsahuje na svém N-konci a C-konci fosforylovany serin. Na N-konci
CaMKK2 se nachazi peptid o sekvenci RKLpSLQER, ktery byl vykrystalizovan s proteinem 14-3-3¢,

ackoliv se nejednd o typicky motiv, a peptid RSLpSAP, ktery se naléza na C-konci a ktery je

typickym motivem pro vazbu s proteinem 14-3-3, byl vykrystalizovan s proteinem 14-3-3y
(Obrdazek 1.9B) [21].

Obrdzek 1.9 — A - Struktura proteinu 14-3-3y ve formé dimeru (PDB:6FEL), vizualizovdno v programui PyMOL
[10]. KaZdy protomer je tvoren deviti helixy. B - interakce peptidu CaMKK2 obsahujici fosforylovany S511
s proteinem 14-3-3y, prevzato z [21].
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Ackoli je zndmo, v jakych mistech proteiny interaguji s proteiny 14-3-3, u nékterych vazeb
neni zcela jasna funkce. Bylo zjisténo, Ze protein 14-3-3 ovliviiuje své vazebné partnery rlznymi
mechanismy, které byly zatim rozdéleny do tfi zdkladnich skupin. Prvnim z nich je ovlivnéni
aktivity vazebného partnera, bud blokovanim jeho aktivniho mista, udrienim vazebného
partnera vinhibovaném stavu nebo ovlivnénim ¢i stabilizaci jeho struktury (Obrazek 10A).
Tento mechanismus byl popsan v pfipadé Raf-1, kde protein 14-3-3 udrzuje Raf-1 v neaktivnim
stavu do doby, nez by mél byt aktivovan. Poté protein 14-3-3 zméni svou ulohu a stabilizuje
aktivni konformaci [29]. Dal$im mechanismem regulace je zakryti/odkryti ¢i odstranéni
signalizacni sekvence, ktery byl pozorovan u histondeacetylasy (HDAC) (Obrazek 10B). Kdyz
HDAC je fosforylovdna, dochdzi kvazbé sproteinem 14-3-3, pficemz dochazi k
expozici nukledrni exportni sekvence (NES) a HDAC je tak exportovan do cytoplazmy. Treti
funkci je podpora interakce mezi dvéma proteiny. Protein 14-3-3 vytvofi vazbu s dvéma
proteiny, tim utvofi preferovanou pozici a proteiny tak mezi sebou mohou Iépe interagovat
(Obrazek 10C). Prikladem tohoto mechanismu je utvorfeni komplexu proteinu 14-3-3, GSK

(glukogensythasa kinasa) a Tau. GSK tak mlze Iépe a efektivnéji fosforylovat protein Tau [33].

5R—

Obrdzek 1.10 - Mechanismy plsobeni proteinu 14-3-3 na své vazebné partnery: A — zablokovdni vazebného
mista, ¢i protekce fosforylovaného mista pred defosforylaci. B- Odkryti signalizac¢ni sekvence. C - Podpora interakce
mezi dvéma proteiny. Prevzato z [33].

Ackoli je zndmo mnoho mechanismd, jak protein 14-3-3 ovliviiuje své vazebné partnery,
neni mnoho informaci, jak je regulovan protein 14-3-3. Jednou z moinych regulaci je jeho
fosforylace. Studie naznacily, Ze fosforylovany S184 blokuje interakci proteinu 14-3-3 s jeho
vazebnym partnerem. Ackoli mnoho isoforem je si podobnych a mizZou se tedy navzajem
zastupovat, isoforma o se od ostatnich mirné lisi jak sekvencné, tak i jeji dimerni formou, jelikoz
zastupuje pouze homodimer [33].
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2.

Cile prace

Pfiprava lidské Ca%*/kalmodulin-dependetni proteinkinasy kinasy 2 (rezidua 93-517),
obsahujici mutace T145A, D330A, S495A.

Pfiprava lidské Ca%*/kalmodulin-dependetni proteinkinasy kinasy 2 (rezidua 93-517),
obsahujici mutaci D330A.

Optimalizace  fosforyla¢niho protokolu CaMKK2 D330A cAMP-dependentni
proteinkinasou A.

Ptiprava kalmodulinu a proteinu 14-3-3yAC (rezidua 1-234).

Strukturni a biofyzikalni charakterizace komplexu CaMKK2:14-3-3AC.
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3.

Chemikalie
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Pristroje a prislusenstvi
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Filtracni nastavec na injekéni stfikacky SPARTAN 30/0,45 .....ccocvveeeveeecveeeireeereeenne WHATMAN, UK
Filtra€ni SOUPIAVa PSF.......cvoveveveveeetcteeeeeeee ettt teee e es s sttt s es s s sane P-LAB, CR
Filtr MEMDBIANOVY ..oouiiiiiiiiieeeeee ettt st e s s WHATMAN, UK
FPLC etetreteeese st Watrex, CR
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HiLoad 26/600 SUperdex” 200 P ......ccccevveeererveietesiereetesiesseteseesserestesssrestessssesseseas GE Healthcare, USA
Injekéni stfikacky Omnifix, 3 Ml LUEr LOCK c...cevviviieiieiiieeieerieeeee e B.Braun, Némecko
Inkubator Gallenkamp Orbital INCUDALOr ......c.vviiiiiieeceeeee e Gemini BV, Holandsko
Inkubator Multitron INfors NB-205.........c.ueeeeiiiiieeciiee et eeee et e e e AG, Svycarsko
Kolonka pro afinitni chromatografii..........cceceeriiiniiiniieeee e Bio-rad, USA
Koncentrator VivaspinTUIDO ........ooociiie ettt e et e Biovendor, CR
Magnetickd michacka Variomag ......ccceeevcuieeieciii e P-Lab, CR
MIKFOZKUMAVKY, 1,5M ittt et sttt se st berssesaesnanena P-Lab, CR
MIKIOZKUMAVKY, 1,5M ..ttt ees iBioTech, CR
MIKFOZKUMAVKY, 2 Ml.eiiiieieiiieceiieeeeeeece ettt sttt sttt n e iBioTech, CR
NanoPhotometer P-Class P 300 .......ccccccevvuuuuuuuurnnirinrnininninnsnnnnnnnennnnnnnnnnnnnnnnnnanan.. IMPLEN, Némecko
peristaltickd puMPa ECOIINE ...ccuvviii et s Ismatec, Némecko
Peristaltickd pumMPa ROTArUS ........ocecuiieeiiiie ettt eetae e et e e e aae e e e VWR, USA
PH MELE 3505 JENWAY ...ooviiieeeeeeeeeeee ettt sttt ettt sess s sssseaes P-Lab, CR
ProteomLabTM XL-I analyticka centrifuga.........ccccoeeeiiiieceiiie e Beckman Coulter, USA
Y oY1 113 1 o ] O A0 [0 I QSonica, USA
B =102 T0] o] Lo Grant, UK
VertiKaINT @leKtrofOrESa ....uuiiiiiiiiiiiiiiic e e eaaaes Bio-Rad, USA
Vodni 13ZEMA SSB AQUA PTO ...cii ettt e et e e s e e et e e enne e e e nnes Grant, UK
Zdroj napéti pro elektroforézu ........cccoviiiiiiii i Bio-Rad, USA
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5. Metody

Cilem této prace je exprese a purifikace nékolika proteind a strukturni charakterizace

komplex(, které tvofri.
5.1. Exprese a purifikace protein(

Existuje mnoho strategii pro expresi proteind. DllezZité je vhodné zvolit expresni systém
(napf. savéi, hmyzi ¢i bakteridlni buriky), spravny kmen a vektor, ktery jeSté mlZze obsahovat
tzv. kotvu pro naslednou selektivni separaci proteinu. Dale je moZné ménit médium, teplotu,
dobu trvani exprese atd. Pfi vhodné kombinaci viech parametr( lze dosahnout pomérné
dobrého vytézku. V této praci byly proteiny exprimovany v bunkach E.coli a pti expresi protein(
byly pouzity dva typy médii, LB médium a autoindukéni médium (Tabulka 5.1). Plasmidy
v burikdch obsahuji lac operon, ktery je blokovan represorem. Jakmile se na represor navaze
1,6-allolaktosa, dochazi k uvolnéni represoru a probiha transkripce, translace a tudiz i exprese.
Pfi pouZiti LB média je potreba indukovat buriky pomoci isopropyl B-D-1-thiogalactosidem
(IPTG), ktery nahrazuje 1,6-allolaktosu, a tim je bufikdm dan pokyn pro expresi proteinu. Pfi
pouziti autoindukéniho média se voli jind strategie. Autoindukéni médium je pro burky
Setrnéjsi, lIépe vyhovuje jejich metabolismu a je vhodné pro méné rozpustné proteiny, jelikoz
exprese je pomalejsi a samovolnd. Nejdllezitéjsi rozdil ve sloZzeni médii je ten, Ze autoindukéni
médium obsahuje laktosu, ktera se dale zpracovava v bunkach na 1,6-allolaktosu a tim dochazi
k pfirozenému odstranéni represoru [34].

Tabulka 5.1 - SloZeni médii pro E.coli.

LB Médium pro E. Coli (1) Autoindukéni médium (11)
LB Broth (Luria/Miller) 25¢g 1% pepton
Deionizovana voda 11 0,5% kvasinkovy extrakt

50mM Na;HPOg4
50mM KH2HPOg4
25mM (NHa)2HPO4
2mM MgS0g4

0,5% glycerol
0,05% glukosa
0,2% a-laktosa

Exprimované proteiny mohou zlstavat v burikach nebo se vylucovat do médii. Pokud protein
zUstava v bunkach, je potreba rozrusit bunéénou sténu bud mrazem, tlakem, ultrazvukem ¢i
enzymaticky. Nasledné je potfeba oddélit cileny protein od ostatnich. K tomuto ucelu se ¢asto
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pouziva afinitni chromatografie, ktera umoznuje oddélit cilovy protein diky pfitomnosti tzv.
kotvy. Jednou z nejcastéjSich kotev je tzv. histidinova kotva, coz je motiv po sobé jdoucich 6-8
histidin(. Tato kotva zplsobuje vazbu proteinu na staciondrni fazi kolony prostfednictvim
dvojmocnych kationtd, napf. Ni?*. Navazany protein lze potom od stacionarni faze oddélit
pomoci imidazolu, ktery se na staciondrni fazi vaze podobnym zplsobem jako postranni fetézce
histidinu. Aby se na sepharosu nenavazaly i ostatni proteiny obsahujici histidiny, je sepharosa
zprvu promyta malou koncentraci imidazolu.

Afinity rGznych protein( k sepharose se lisi, tudiZz se koncentrace imidazolu v promyvacim
pufru musi pro kazdy protein optimalizovat. DalSim krokem je odstranéni této kotvy pomoci
proteasy. NejCasteji se pouzivd TEV proteasa ¢i thrombin. Poslednim krokem je oddéleni
proteinu od agregat(l a proteasy pomoci velikostné-vylucovaci chromatografie, coZ je separacni
metoda umoziujici délit molekuly podle jejich velikosti a tvaru. Staciondrni faze je tvorena
poréznim gelem, ktery mlzZze byt tvoren z dextranu, agarosy atd. Molekuly, jejichz pramér je
mensi nez primér poérd, vnikaji difuznim pohybem do vnittnich prostor, v disledku ¢ehoz jsou
na koloné zadrzovany déle nez velké molekuly, které jsou nerusené unaseny proudem mobilni
faze a vylucuji se z kolony dfive. Molekuly vétsi nez tzv. vyluovaci limit gelu nejsou v koloné
zadrzovany vlbec. U nékterych protein(l Ize vyuzit jejich odlisné fyzikaIni vlastnosti i pro jiné
typy chromatografii. V této prdaci je naptiklad vyuzita vlastnost kalmodulinu expandovat své
hydrofobni aminokyseliny pti hydrofobni interakéni chromatografii ¢i hodnota isoelektrického
bodu (pl) proteinu 14-3-3 lezici v kyselé oblasti pH pfi iontové chromatografii. Cistota protein,
Uspésnost Stépeni a tvorba komplext jsou dale ovérovany pomoci SDS-PAGE a nativni
elektroforézy, v ptipadé fosforylace je vyuzita Phos-tag SDS-PAGE.
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5.2. Elektroforézy

5.2.1 SDS-PAGE
Cistota proteinu je vizualizovdna pomoci SDS-PAGE. Podle velikosti proteinu jsou pouzivany
15% a 12%

razné koncentrace akrylamidu v gelu. Vtéto praci jsou vyuzZity 18%,

polyakrylamidové gely (Tabulka 5.2).

Tabulka 5.2 - SloZeni gel(i pro SDS-PAGE.

X% separacni akrylamidovy SDS gel Celkem 10 ml
Akrylamid/bisakrylamid 30% ROTIPHORESE® (37,5:1) X/3 ml

4x Separacni pufr obsahujici SDS 2,5 ml

dH.0 7,5-X/3 ml
10% Persulfat amonny 50 ul
TEMED 5 ul
Zavadéci akrylamidovy SDS gel Celkem 2 ml
Akrylamid/bisakrylamid 30% ROTIPHORESE® (37,5:1) 0,3 ml

4x Zavadéci pufr s SDS 0,52 ml
dH,0 1,18 ml

10% Persulfat amonny 24 ul
TEMED 2 ul

4x Separacni pufr

4x Zavadéci pufr

1,5M Tris-HCl, pH 8,8
0,4% SDS
dH-,0

0,5M Tris-HCl, pH 6,8
0,4% SDS
dH-0

Elektroforéza rozdéluje proteiny dle jejich elektromigracni rychlosti, jez zavisi na ndboji a

velikosti protein(. Aby proteiny nebyly separovany podle jejich nadboje (pl), ale podle velikosti
jejich monomernich jednotek, je zapotrebi sjednotit hustotu a velikost naboje. Pro tento ucel se
vyuziva SDS, ktery se naléza jak v gelu, tak i v mobilni fazi a ve vzorkovacim pufru (Tabulka 5.3),
jenz obsahuje redukéni prostredi. Vzorky jsou ddle zahfivany na teplotu 90 °C po dobu 5 minut,
aby byly zdenaturovény. Pfi SDS-PAGE tak vSechny proteiny migruji k anodé. Mobilni faze
obsahuje Tris-glycinovy pufr (Tabulka 5.3). SDS elektroforézy probihaly pfi 200V po dobu 1
hodiny.

Tabulka 5.3 - SloZeni 5x vzorkovaciho pufru a 10x Tris-glycinového pufru.

5x Vzorkovaci pufr 10x Tris-glycinovy pufr

60mM Tris-HCI, pH = 6,8
5% B-merkaptoethanol
0,1% bromfenolova modf
25% glycerol

5% SDS

dH,0

0,24M Tris baze
1,9M Glycin

1% SDS

dH>0
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5.2.2 Nativni elektroforéza
Pro analyzu tvorby komplex(l se vyuZiva nativni elektroforéza v redukujicim ¢i neredukujicim
prostiedi. JelikoZz je vtéto prdaci studovan komplex s proteinem 14-3-3, které ma pl kolem
hodnoty 5, mobilni faze mda pH pfiblizné 8. Byly vyzkouseny dva druhy nativnich 12% gel(,
Tris-boratovy a Tris-glycinovy, jejichZ sloZeni obsahuje Tabulka 5.4.

Tabulka 5.4 - SloZeni pufri a geld pro nativni elektroforézy.

12% Tris-boratovy gel Celkem 7,6 mi
Akrylamid/bisakrylamid 30% ROTIPHORESE® (37,5 : 1) 3 ml

10x TBE 0,75 ml

dH,0 3,7 ml

10% Persulfat amonny 50 ul

TEMED 5 pl

12% Tris-glycinovy gel Celkem 7,6 ml
Akrylamid/bisakrylamid 30% ROTIPHORESE® (37,5 : 1) 3 ml

10x Tris-glycinovy pufr 0,52 ml

dH.0 1,18 ml

10% Persulfat amonny 24 ul

TEMED 2 ul

10x TBE pH=8,5 10x Tris-glycinovy pufr pH=8,7

0.9M Tris baze 250 mM Tris

0,9M kyselina borita 1,9M Glycin

30mM EDTA dH,0

dH,0

5x Vzorkovaci pufr
1x TBE/ 1x Tris-glycin
30% glycerol

0,1% Bromfenolovad modr
dH.0

Vsechny nativni elektroforézy probihaly pfi napéti 140 V po dobu 4,5 hodin za neustalého

chlazeni ledem.
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5.2.3 Phos-tag SDS-PAGE

Cast této prace se zabyva optimalizaci fosforylaéniho protokolu pro CaMKK2 D330A, je?
obsahuje ctyri fosforylacni mista (S100, T145, S495, S511). Jedna z moZnosti detekce
fosforylovaného stavu je pomoci hmotnostni spektrometrie, ale jedna se o ndro¢nou metodu,
proto byla vyvinuta metoda elektroforézy. Pomoci této metody Ize detekovat rlzné fosforylaéni
stavy, avSak nelze urcit, ktera rezidua jsou fosforylovana.

Princip této metody spociva v pfitomnosti latky nazvané phos-tag™ AAL-107 (Obrazek 5.1)
v polyakrylamidovém gelu. Tato latka na sebe vaze koordinacné manganaté kationty, které déle
interaguji s fosfatovou skupinou, coZ ma za nasledek zpomaleni migrace proteind, jez tuto
skupinu obsahuji, v gelu. Zpomaleni je pfimo umérné poctu fosfatovych skupin, tudiz protein,
ktery neobsahuje zddnou fosfatovou skupinu, ma nejvyssi migracni rychlost, protein, ktery
obsahuje nejvice téchto skupin, je nejpomalejsi. Rozliseni Ize ovlivnit procentualnim mnoZzstvim

akrylamidu, koncentraci manganatych kationtd ¢i koncentraci Phos-tagu [35].
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Obrdzek 5.1 — Phos-tag vdzajici fosforylovany protein. Struktura Phos-tag™ AAL-107 je vyobrazena
Cerné. Fosfdatovd skupina je oznacena cervené. Obrdzek byl vytvoren v programu ChemSketch [35].

Pro analyzu CaMKK2 D330A byla vyuzita 12% SDS-PAGE obsahujici 75uM phos-tag a pro
analyzu CaMKK2 T145A D330A S495A byl pouzit 50uM phos-tag. Elektroforéza probihala pfi
170V po dobu 4,5 hodin za neustdlého chlazeni ledem. SloZeni separacniho gelu obsahuje
Tabulka 5.5. SloZeni zavadéciho gelu je stejné jako pfi SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24).

Tabulka 5.5 - SloZeni separacniho SDS polyakrylamidového gelu s 50 a 75uM phos-tag.
12% Separacni polyakrylamidovy phos-tag gel

75uM 50uM
Akrylamid/Bis-akrylamid 4 ml 4 ml
1,5M Tris-HCI (pH=8,8) 2,5 ml 2,5 ml
SDS (10%) 100 pl 100 pl
H20 3,15 ml 3,15 ml
5mM Phos-tag 150 100
10mM MnCl; 100 pl 100 pl
10% Persulfat amonny 60 ul 60 pl
TEMED 12 ul 12 ul
Celkovy objem 10 ml 10 ml
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5.3. Exprese a purifikace kalmodulinu (CaM)

Kalmodulin je relativné maly protein o hmotnosti 17 kDa, jehoz extink¢ni koeficient ma
hodnotu 2980 M?lcm™ pfi 280 nm. PF¥i purifikaci je pouZita metoda hydrofobni interakéni
chromatografie, ktera vyuZzivda jeho schopnost odhalovat hydrofobni aminokyseliny
v pfitomnosti CaZ*. Kalmodulin byl transformovéan do vektoru pET3a s rezistenci na ampicilin v
burikdch BL21(DE3).

5.3.1 Exprese kalmodulinu

Bunécna kultura byla inkubovana v 5 ml LB média (Tabulka 5.1, strana 22), které obsahovalo
ampicilin o koncentraci 100 pg/ml, po dobu 15 hodin pfi 190 rpm a 37 °C v orbitalnim
inkubatoru. Nasledné byla pfenesena do 900 ml Cerstvého LB média obsahujiciho ampicilin a
kultivace probihala v orbitalnim inkubatoru Multitron pfi 37 °C a 210 rpm do ODgoo= 0,5 cm™,
poté byla teplota sniZzena na 25 °C. Po dosazZeni hodnoty ODeoo pFiblizné 0,6 cm™ bylo pfidano
IPTG o finalni koncentraci 100 pumol/dm?3 a kultivace pokracovala po dobu 20 hodin. Poté byly
bunécéné kultury centrifugovany v 900ml kyvetach pfi 2073 x g pfi 4 °C po dobu 20 minut. Kazd3
peleta byla resuspendovdnav 40 mllyzacniho pufru (Tabulka 5.6), a zmraZiena pfi
teploté - 80 °C.

Tabulka 5.6 - SloZzeni lyzacniho pufru pro kalmodulin.
Lyzacni pufr pro CaM
50mM Tris-HCI, pH = 7,5
2mM EDTA
2mM B-merkaptoethanol
dH,0

5.3.2 Sonikace
Po rozmraZzeni bunééné kultury bylo pfiddno PMSF o findlni koncentraci 0,1 mmol/dm?3 a
buriky byly inkubovany s lysozymem o koncentraci 10 000 U/ml po dobu 15 minut. Poté byly
bunky vystaveny ultrazvuku, ktery probihal v pravidelnych pulzech trvajici 5sa doba mezi
jednotlivymi pulzy trvala 17 s. Cisty ¢as pdsobeni ultrazvuku bez pauz byl 15 minut. Vykon se
pohyboval mezi hodnotami 50-60 W. Poté byl roztok centrifugovan pfi 19561 x g po dobu
45 minut pfi teploté 4 °C, a nasledné byl do supernatantu pridan chlorid vapenaty o finalni

koncentraci 5 mmol/dm?3.

5.3.3 Chromatografie zaloZzena na hydrofobnich interakcich
Chromatografie zalozena na hydrofobnich interakcich (HIC) vyuzivd matrici obsahujici
aromatické hydrofobni skupiny, vtomto pfipadé se jednalo o fenyl-sepharosu CL-4B.
Hydrofobni ¢asti proteinu interaguji s hydrofobni sepharosou, aby byl omezen styk s polarnim

rozpoustédlem. Interakce proteinu s matrici je ovlivnéna pravé polaritou rozpoustédla. Cim
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vétsi je iontova sila mobilni faze, tim silnéjsi je interakce proteinu s matrici. Nasledné je protein
vyloucen z kolony sniZzenim iontové sily mobilni fdze nebo zménou pH, popfipadé lze pouzit
detergent narusujici vazby mezi matrici a proteinem.

Jak uZ bylo zminéno, kalmodulin odkryvéd svd hydrofobni rezidua po vazbé s Ca?*. Toho je
vyuzito pravé pfi této chromatografii. Byly pouzity 4 ml matrice Phe-Sepharosy CL-4B pro
purifikaci proteinu ze 4 | buné¢nych kultur. Matrice byla promyta 15 ml dH,O a poté 60 ml
pufru A. Nasledovala adsorpce kalmodulinu, poté byla matrice promyta 40 ml pufru B, a 60 ml
pufru C. Eluce proteinu byla provedena 20 ml pufru D, ktery obsahuje EDTA, jeZ na sebe navaze
Ca?*, coz zplsobi ukryti hydrofobnich rezidui a pferuseni interakce proteinu s matrici. SloZeni
pufrd je uvedeno v Tabulce 5.7. Nasledné byla kolona regenerovdna promytim vodou, 20 ml

NaOH a uchovana ve 20% ethanolu pfi 4 °C.

Tabulka 5.7 - SloZeni pufri pro HIC.

Pufr A Pufr B Pufr C Pufr D
Tris-HCl, pH=7,5 50mM 50mM 50mM 50mM
NaCl 100mM  100mM 500mM  100mM
CaCl 5mM 1mM ImM -
EDTA  eeee e e 1,5mM

Cistota proteinu byla zkontrolovdna pomoci 18% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24). Vzorky
obsahovaly 10 pl proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Frakce
obsahujici protein o dostatecné Cistoté byly slouceny a protein byl zakoncentrovan na 2 ml
pomoci koncentratoru VivaSpin Turbo MWCO 10 kDa, a byla provedena velikostné-vylu¢ovaci

chromatografie pro odstranéni agregat( a jinych necistot.

5.3.4 Velikostné-vylucovaci chromatografie (SEC)
Pfi této chromatografii byla pouZita kolona HiLoad® 26/600 Superdex® 75 pg a prutok
mobilni faze (Tabulka 5.8) byl 2 ml/min.

Tabulka 5.8 - SloZeni mobilni faze pro SEC.

Pufr pro SEC

20mM Tris-HCl, pH =7,5
150mM NacCl

1mM CaCl;

10% glycerol

Cistota proteinu byla ovéfena 18% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24). Vzorky obsahovaly
10 ul proteinu a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Frakce obsahujici protein

byly slouceny, zakoncentrovany na koncentraci 1 mg/ml a zmrazeny.
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5.4. Exprese a purifikace proteinu 14-3-3yAC

Protein 14-3-3yAC je oznaceni pro protein 14-3-3y zkraceny o C-konec (1-234). V nativnim
stavu je zastoupen dimerni formou o velikosti ptiblizné 54 kDa, extinkéni koeficient protomeru
je roven 31860 Mt cm™ pfi 280 nm. Pro expresi byly vybrany buriky E.coli BL21(DE3) a vektor
pET15b obsahuijici histidinovou kotvu. Pro purifikaci byla vyuZita afinitni, iontové-vyménna a

velikostné-vylu€ovaci chromatografie.

54.1 Exprese proteinu

Nejprve byly bunky kultivované v 5 ml LB média (sloZeni viz Tabulka 5.1, strana 22), které
obsahovalo ampicilin o koncentraci 100 pg/ml, po dobu 18 hodin pfi 190 rpm a 37 °C
v inkubdtoru Shaking Incubator NB-205. Poté bylo téchto 5 ml pfiddno do 900 ml ¢erstvého LB
média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml a déle inkubovano v orbitdlnim inkubatoru
Multitron pfi 37 °C a 210 rpm do ODgoo= 0,5 cm™. Nasledné byla teplota sniZzena na 30 °C a po
dosazeni hodnoty ODsoo = 0,9 bylo pfidano IPTG o findlni koncentraci 100 umol/dm?3. Inkubace
pokracovala pfi této teploté po dobu 20 hodin a ndsledné byly kultury centrifugovany v 900mi
kyvetach pfi 4 °C po dobu 20 minut pfi 2073 x g . Kazda peleta byla resuspendovana ve 40 ml
lyzacniho pufru (Tabulka 5.9) a zmrazena v - 80 °C.

Tabulka 5.9 - SloZeni lyzacniho pufru pro protein 14-3-3yAC.
Lyzacni pufr
1x PBS
10mM imidazol
1M Nacl
4mM BME

5.4.2 Sonikace
Po rozmrazeni bunék bylo pfiddno PMSF o findlni koncentraci 100 umol/dm?3 a pf¥iblizné
10 000 U/ml lysozymu. Inkubace s lysozymem probihala 15 minut pfi 4° C a nasledné byly buriky
vystaveny ultrazvuku. Cas trvani puls@i byl nastaven na 10 s. Pauza mezi jednotlivymi pulzy
trvala 30s a celkovy cas pusobeni ultrazvuku byl 20 minut. Nasledné byla suspenze
centrifugovana pfi 19561 x g po dobu 45 minut pfi teploté 4 °C. Pro dalsi postup byl pouzit

supernatant.

5.4.3 Niklova afinitni chromatografie

Pfi niklové afinitni chromatografii byly pouzity 4 ml matrice Chelating Sepharosy Fast Flow
pro purifikaci proteinu ze 2 litrd bunécnych kultur. Matrice byla promyta 15 ml dH,0, 20 ml
0,1M NiSO4, 15 ml dH;0 a 15 ml pufru E. Nasledovala adsorbce sonikatu na matrici, a poté byla
matrice promyta 300 ml promyvaciho pufru. Pro eluci navazaného proteinu bylo pouzito 20 ml
pufru F. SloZeni pufr( pro niklovou afinitni chromatografii je uvedeno v Tabulce 5.10 na
strané 30. Kolonka byla dale regenerovana 20 ml roztoku, ktery obsahoval 0,5M EDTA a 0,5M
NaCl, 20 ml dH;0, a nakonec 20% ethanolem, ve kterém se uchovava pfi 4 °C.
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Tabulka 5.10 -SloZeni pufri pro afinitni niklovou chelatacni chromatografii pro protein
14-3-3yAC.

Pufr E Pufr pro promyti  Pufr F (pH = 8) 10x PBS (pH = 7,4)
1x PBS 1x PBS 1x PBS 1,36M NaCl
500mM NacCl 500mM NacCl 500mM NacCl 26,8mM KCI
20mM imidazol  60mM imidazol 600mM imidazol 81mM Na;HPO4
2mM BME 2mM BME 2mM BME 17,6mM KH2HPO4

Cistota proteinu byla vizualizovdna 15% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24), pfi¢emi vzorky
obsahovaly 2 ul proteinu, 8 pl vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24).
Frakce, které obsahovaly protein, byly sjednoceny a protein byl dialyzovan v pufru bez soli
(Tabulka 5.11). Po dvou hodinach dialyzy byla zméfena koncentrace proteinu a byla pfidana TEV
proteasa o mnoiZstvi 400 U/mg proteinu 14-3-3yAC. Aktivita purifikované proteasy pfi
koncentraci 0,838 mg/ml byla vypocitdna priblizné na 8 U/ul na zakladé porovnani aktivity
komercni TEV proteasy. Nasledovala dialyza ve stejném pufru po dobu 15 hodin ve 4°C. Poté
byla provedena kontrola S$tépeni pomoci 15% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24), vzorek
obsahoval 2 ul proteinu, 8 ul vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Po

Uspésném Stépeni nasledovala aniontové-vyménna chromatografie.

Tabulka 5.11 - SloZeni dialyzacniho pufru pred aniontové-vyménnou chromatografii.

Dialyzacni pufr

20mM Tris-HCl, pH=7,5
2mM EDTA, pH=8

10% glycerol

2mM DTT

5.4.4 Aniontové-vyménna chromatografie

Hodnota izoelektrického bodu proteinu 14-3-3yAC je pfiblizné 5,14, diky ¢emuz mohla byt
vyuZzita aniontové-vymeénna chromatografie. Pfi vysSim pH mobilni faze nez pl proteinu ziskava
protein zaporny naboj. Pfi chromatografii byla pouZita kolona 10/50 s Q sepharosou, ktera
obsahuje kvarterni aminy, jeZ interaguji pravé s anionty a zaporné nabitymi proteiny. Prltok byl
po celou dobu 1 ml/min. Kolona nejprve byla promyta pufrem B pro odstranéni necistot,
nasledné pufrem A, ktery neobsahuje Zadnou sul (Tabulka 5.12 na strané 31). Protein byl na
matrici nanesen v mobilni fazi 2% pufru B v pufru A. Pro eluci proteinu byl pouZit koncentracni
gradient pufru B, ktery trval 20 minut. Po 20 minutach byl tedy pufr B zastoupen ze 100 %.
KaZda odebrand frakce méla objem 0,5 ml. Cistota proteinu obsazeného v jednotlivych frakcich
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byla ovéfena pomoci 15% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24), pficemz vzorky obsahovaly 3 ul
proteinu, 7 pl vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Poté byly frakce
obsahujici protein 14-3-3yAC slouceny a roztok byl zakoncentrovdn na objem 2 ml pouzitim
koncentratoru VivaSpin Turbo MWCO 30 kDa. Ndasledovala velikostné-vylu¢ovaci

chromatografie.

Tabulka 5.12 - SloZeni pufri pro aniontové-vyménnou chromatografii.

Pufr A Pufr B
50mM Tris-HCI, pH =8 50mM Tris-HCI, pH =8
1mM DTT 1ImM DTT

1M NacCl

5.4.5 Velikostné-vylucovaci chromatografie
Pfi  velikostné-vylucovaci chromatografii byla pouZita kolona HiLoad® 26/600
Superdex® 75 pg. SloZeni mobilni faze je uvedeno v Tabulce 5.13. Prlitok byl nastaven na
2 ml/min a objem sbiranych frakci byl 1,5 ml. JelikoZz se protein 14-3-3 vyskytuje pouze
v dimernim stavu, zacatek sbéru proteinu byl nastaven na hodnotu, ktera by odpovidala 60kDa

proteinu.

Tabulka 5.13 - SloZeni pufru pro velikostné-vylu¢ovaci chromatografii.

Pufr pro SEC

50mM Tris-HCl, pH =7,5
150mM NacCl

1mM EDTA

10% glycerol

5mM DTT

Cistota proteinu byla ovéfena pomoci 15% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24). Vzorek
obsahoval 4 ul proteinu, 6 ul vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Frakce
obsahujici Cisty protein byly slouceny, byla stanovena koncentrace a protein byl rozdélen do

frakci po 1,5 ml. Pfed dalSim pouzitim byl protein uchovan pfi teploté - 80 °C.
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5.5. Exprese a purifikace CaMKK2 D330A

Zkratka CaMKK2 D330A znadi protein Ca%*/kalmodulin-dependentni proteinkinasu kinasu 2
obsahujici rezidua 93-517, ve kterém byla nahrazena kyselina asparagova na pozici
330. aminokyseliny v nativnim d&islovani alaninem, pficemz tento konstrukt obsahuje cCtyfi
fosforyla¢ni mista (S100, T145, S495 a S511). Molekulovd hmotnost tohoto konstruktu je
pfiblizné 48 kDa a jeho molarni extinkéni koeficient p¥i 280 nm odpovidd hodnoté 28880 Micm-
! za predpokladu, Ze vSechny cysteiny jsou v redukované formé. Protein byl exprimovan
v buiikdch E.coli, konkrétné v kmenu BL21(DE3), ktery obsahuje upraveny vektor pRSFDuet-1.
Kromé rezistence na kanamycin tento vektor obsahuje histidinovou kotvu a GB1 protein, jenz
zvySuje rozpustnost proteinu. U CaMKK2 D330A byla pozorovana vétsi degradace na C-konci na
rozdil od konstruktu CaMKK2 T145A D330A S495A, kde tento jev byl pozorovan také, ale

v mnhohem mensi mire.

5.5.1 Exprese proteinu a lyzace bunék

Bunky byly inkubovdny v 5 ml LB média (Tabulka 5.1, strana 22), které obsahovalo
kanamycin o finalni koncentraci 100 pg/ml, po dobu 15 hodin pfi 190 rpm a 37 °C v orbitalnim
inkubatoru. Nasledné se 5 ml narostlé kultury preneslo do cerstvého LB média (Tabulka 5.1,
strana 22), které obsahovalo kanamycin o koncentraci 100 pg/ml. Buriky byly inkubovany
v orbitalnim inkubatoru Multitron pfi 37 °C a 210 rpm po dobu 4 hodin do pfiblizné hodnoty
ODeoo = 0,4 cm™, poté byla teplota snizena na 12 °C a pfi ODeoo= 0,6 cm™ bylo pfidano IPTG o
findlni koncentraci 100 pmol/dm?3. Nasledné inkubace pokracovala pfi snizené teploté pfes noc
pfiblizné 16 hodin. Poté byly kultury centrifugovany v 900ml kyvetach pfi 2073 xg a 4 °C po
dobu 20 minut. Kazdd peleta byla resuspendovdna v 50 ml lyzaéniho pufru (sloZzeni

Tabulka 5.14) a suspenze byla zmrazena pfi teploté - 80 °C.

Tabulka 5.14 - SloZeni lyzacniho pufru pro CaMKK2 D330A.
Lyzacni pufr

1x PBS

10mM imidazol
1M NadCl

4mM BME

5.5.2 Sonikace
Po rozmraZeni bunék bylo do roztoku pfidano PMSF o findlni koncentraci 0,1 mmol/dm?3 a
nasledovala inkubace po dobu 10 minut s lysozymem o finalni koncentraci 20 000 U/ml ve 4 °C.
Nasledné byly buriky vystaveny ultrazvuku pfi 4 °C a roztok byl po celou dobu v ledu. Vzdy bylo
vystaveno ultrazvuku 80 ml roztoku, ktery plsobil po dobu 10 minut celkového Casu, pricemz
jednotlivé pulzy trvaly 3 s a doba mezi jednotlivymi pulzy byla nastavena na 17 s. Tento postup

se opakoval, dokud veskery roztok nebyl ultrazvuku vystaven. Vykon pulzt se pohyboval okolo
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50-60 W. Poté byl roztok centrifugovan pfi 19561 x g po dobu 45 minut pfi teploté 4 °C. Dale se

pracovalo s proteinem v supernatantu.

5.5.3 Niklova afinitni chromatografie

Pro niklovou afinitni chromatografii byly pouzity 2 ml matrice Chelating Sepharose Fast Flow
pro purifikaci proteinu ze 4 litr bunéénych kultur. Sepharosa byla promyta 15 ml dH;0, 20 ml
0,1M NiSQO4, 15 ml dH;0 a 15 ml pufru E. Nasledovala adsorpce proteinu na matrici, a poté byla
matrice promyta 300 ml promyvaciho pufru. Pro eluci navdzaného proteinu bylo pouZzito 8 ml
pufru F a protein se sbiral do 7 ml pufru E. SloZeni pufrii obsahuje Tabulka 5.15. Sepharosa byla
regenerovana 20 ml roztoku, ktery obsahoval 0,5M EDTA a 0,5M NaCl, 20 ml dH,0 a nakonec
20% ethanolem, ve kterém se uchovava pfi 4 °C.

Tabulka 5.15 — SloZeni pufri pro niklovou afinitni chromatografii CaMKK2 D330A.

Pufr E Pufr pro promyti  Pufr F (pH = 8) 10 x PBS (pH =7,4)
1x PBS 1x PBS 1x PBS 1,36M NacCl

0,5M Nacl 0,5M NacCl 0,5M NaCl 0,0268M KCl
20mM imidazol 50mM imidazol 400mM imidazol 0,081M Na;HPO4
2mM BME 2mM BME 2mM BME 0,0176M KH,HPO,4

Nasledné probihala dialyza pfes noc po dobu pfiblizné 12-15 hodin pfi 7 °C, pficemi se
k proteinu pridala TEV proteasa o mnozZstvi 8000 U. SloZeni dialyzacniho pufru obsahuje
Tabulka 5.16. Poté byla provedena kontrola $tépeni pomoci 12% SDS-PAGE (Tabulka 5.2,
strana 24), vzorek obsahoval 10 pl proteinu a 2 pl 5xvzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3,

strana 24). Dale nasledovala velikostné vylucovaci-chromatografie.

Tabulka 5.16 — SloZeni dialyzacniho pufru pro CaMKK2 D330A.
Dialyzacni pufr
50mM Tris-HCI, pH= 8
2mM EDTA, pH=8
10% glycerol
2mM DTT

5.5.4 Velikostné-vylu€ovaci chromatografie
Protein, ktery byl ziskan ze 4 litrG bunécné kultury, byl zakoncentrovan na objem 2 ml
pomoci koncentratoru VivaSpin Turbo MWCO 30 kDa. Pro CaMKK2 D330A byla pouZita kolona
HiLoad 26/600 Superdex® 75 pg. Rychlost pritoku byla nastavena na 2 ml/min a frakce byly
sbirany po 1,5 ml. SloZzeni pufru pro velikostné-vylucovaci chromatografii je uvedeno

v Tabulce 5.17, na strané 34.
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Tabulka 5.17 - SloZeni pufru pro velikostné-vylucovaci chromatografii.

Pufr pro SEC
50mM Tris-HCl, pH=8

0,5M NacCl
5mM DTT
10% glycerol

Kvali degradaci na C-konci byla velikostné-vylu¢ovaci chromatografie opakovana jesté tfikrat.
Pokazdé byla ovérena Cistota pomoci 12% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24) a frakce, které
obsahovaly protein s dostatec¢nou Cistotou, byly slouceny. Vzorek pro SDS-PAGE obsahoval
10 pl proteinu a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Po slouceni frakci se

stanovila proteinovd koncentrace a ndsledné byl protein zmraZen v - 80 °C nebo fosforylovan.

5.5.5 Fosforylace CaMKK2 D330A

Pro fosforylaci CaMKK2 D330A byla pouZita cAMP-dependentni proteinkinasa A (PKA)
v pfitomnosti 750uM ATP, 20mM MgCl,. Jelikoz CaMKK2 D330A obsahuje ¢tyfi mista uréend
k fosforylaci, bylo zapotfebi optimalizovat fosforyla¢ni protokol. Vychozim bodem pro
optimalizaci byl fosforylacni protokol pro CaMKK2 T145A D330A S495A, ktery byl popsan v mé
bakalarské praci [36]. Vysledné mnozstvi potfebné PKA pro nafosforylovani vSech ¢tyf mist bylo
stanoveno na 2000 U/mg CaMKK2 D330A pfi fosforylaci pfiblizné 60uM CaMKK2 D330A
v objemu 2 ml. Reakéni smés byla inkubovana pti 30 °C po dobu 4 hodin. Pribéhy fosforylacnich
reakci byly vizualizovany pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 75uM phos-tag (Tabulka 5.5 na
strané 26). Pro ovéreni fosforylace byla provedena jesté LC-MS analyza. Nasledné byla

provedena velikostné-vylu¢ovaci chromatografie pro odstranéni ATP a PKA.

5.5.6 Velikostné-vylucovaci chromatografie po fosforylaci
Pro fosforylovany protein byla pouzita kolona HiLoad 26/600 Superdex® 200 pg. Protein byl
zakoncentrovan na 2 ml, pratok ¢inil 2 ml/min a frakce byly sbirany po 1,5 ml. Nasledovala
kontrola Cistoty pomoci 12% SDS-PAGE. Nasledné byl protein uchovan pfi - 80 °C, nebo byl
rovnou pouzit k experimentu. Vzhledem k degradaci na C-konci byl protein maximalné jednou
zmrazen a rozmrazen. SloZzeni pufru pro velikostné-vyluéovaci chromatografii
obsahuje Tabulka 5.18.

Tabulka 5.18 — SloZeni pufru pro velikostné-vylucovaci chromatografii po fosforylaci CaMKK2
D330A.
Pufr pro SEC

50mM Tris-HCl, pH=7,5
0,5M NacCl

5mM DTT

10% glycerol
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5.5.7 Exprese a purifikace CaMKK2 T145A D330A S495A

Exprese a purifikace CaMKK2 T145A D330A S495A se liSila pouze ve dvou krocich. Pro expresi
proteinu byl pouZit stejny expresni systém, pouze narostlé kultury v 5ml zkumavkach byly
preneseny po 2,5 ml do cerstvych 900 ml autoindukéniho média obsahujiciho kanamycin o
koncentraci 280 pg/ml (Tabulka 5.1, strana 22). Po dosaZeni hodnoty ODeoo = 0,4 byla teplota
snizena na 18 °C a ddle byla kultura inkubovana pfi této teploté pres noc, po dobu 14-16 hodin.
Nasledna purifikace proteinu, od kroku lyzace bunék az po krok zmraZeni pfi - 80 °C, probihala
podle postupu jiz popsaného v kapitole 5.5.1, strana 32 az 5.5.4, strana 34. Vzhledem k mensi
degradaci na C-konci byly zapotiebi pouze dvé velikostné-vylu¢ovaci chromatografie pro

protein purifikovany ze 4 | narostlé kultury.

5.5.8 Fosforylace

Pro fosforylaci CaMKK2 T145A D330A S495A bylo pouZito 2684 U PKA na 1 mg proteinu
v pfitomnosti 750uM ATP a 20mM MgCl,. Objem reakéni smési byl 2 ml a koncentrace CaMKK2
se pohybovala mezi 40-60 umol/dm3. Reakéni smés byla inkubovéana pfi 30 °C po dobu 4 hodin.
Pribéh fosforylace byl vizualizovdn pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 50uM phos-tag
(Tabulka 5.5 na strané 26). Nasledné byla provedena velikostné-vylucovaci chromatografie pro
oddéleni ATP a PKA od proteinu. Prlilbéh chromatografie byl stejny jako u CaMKK2 D330A.
Cistota proteinu byla vizualizovdna pomoci 12% SDS-PAGE (Tabulka 5.2, strana 24) , kde vzorek
byl tvofen 10 pl proteinu a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3, strana 24). Byla zmérena
proteinova koncentrace a protein byl uchovan pfi - 80 °C a nebo hned pouzit pro strukturni

charakterizaci. Vzhledem k degradaci byl protein maximalné jednou zmrazen a rozmrazen.
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5.6. Strukturni analyza protein( a komplex(

5.6.1 LC-MS analyza fosforylovanych mist a jejich defosforylace
v pritomnosti i nepfitomnosti proteinu 14-3-3yAC

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, kterd slouzi k ur€ovani hmotnosti
atoma, molekul a jejich ¢asti po jejich pfevedeni na kladné nebo zdporné ionty.

Spektrometr se sklada z ionizadtoru (iontového zdroje), kde se latka ionizuje, a ve formé
plynu putuje do hmotnostniho analyzdtoru. Podle typu analyzatoru se latka rozdéli podle své
kinetické energie (elektricky analyzator) nebo podle poméru m/z (magneticky hmotnostni
analyzator). Posledni ¢asti je detektor, z néhoZ data posléze zpracovava pocitac€ a vystupem je
hmotnostni spektrum.

lonizatory je obvyklé délit podle mnoZstvi dodané energie na tvrdé (pfi dodani vysoké
energie vznikne z neutralni molekuly ion a ndsleduje dalsi fragmentace, pfikladem je ionizace
narazem elektrond — El) nebo mékké, kde dodand energie staci vétSinou pouze na vytvoreni
iontu z neutralni molekuly. Mezi mékké ionizatory patfi naptiklad elektrosprejova ionizace (ESI)
nebo chemicka ionizace, Cl, kde je primarnim zdrojem proud elektront jako v pfipadé El, ale
energie neni pfendsena pfimo na analyzovanou latku, jde pres tzv. reakéni médium.

Elektricky analyzator rozdéluje na zakladé kinetické energie analytu. Draha iontu, ktery se
dostane do homogenniho elektrického pole je timto polem zakfivovana. Polomér drahy iontu je
dan jeho kinetickou energii a intenzitou elektrického pole. Prlichod analyzatorem je tedy mozny
pfi vhodné kombinaci iontd o urcité kinetické energii a intenzity pole. Magneticky hmotnostni
analyzator rozdéluje monoenergeticky svazek iontl na zdkladé hodnoty poméru hmotnosti
iontu a jeho naboje, m/z. Rozdéleni latky podle poméru m/z vyplyva z rovnice pro kinetickou
energii iontu 5.1 a z rovnice pro vypocet Lorentzovy sily 5.2. Dosazenim rovnice 5.1 do rovnice

5.2 se ziska tzv. rovnice hmotnostniho spektrometru (rovnice 5.3).

Eyx = - = zV (rovnice 5.1)

F, = Bzv = mv?/r (rovnice 5.2)
2..2

m_ BT (rovnice 5.3)

z 2V

(Ex je kinetickd energie iontu, m je hmotnost iontu, v je rychlost iontu, z je ndboj iontu, Vje
akceleraéni napéti iontového zdroje, F. je Lorentzova sila, B je magnetickda indukce a r je
polomér drahy iontu).

Dalsim analyzatorem mUze byt iontova past, coZ je zafizeni umoznujici s pomoci elektrického
pole uzavfit ionty v ohrani¢eném prostoru. Je tvofen vstupni a vystupni elektrodou kruhového
prGfezu a prstencovou stfedovou elektrodou. Obé krajni elektrody jsou uzemnény a na
stfredovou elektrodu je pfivedeno vysokofrekvencni napéti s proménnou amplitudou. lonty,

které se dostanou do vnitfniho prostoru jsou nuceny se pohybovat po uzavienych kruhovych
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drahdch. S rostouci amplitudou vkladaného napéti se postupné ionty s rostoucim m/z dostavaiji
na nestabilni trajektorie a opoustéji vnitini prostor iontové pasti smérem k detektoru. Ddle
existuji kvadrupdlovy analyzator a prlletovy analyzator (z angl. time of flight, TOF) [37].

Pro sledovani urovné fosforylace byly vzorky podrobeny hmotnostné spektrometrické
analyze v servisnim stfedisku Centra molekularni struktury v BIOCEVu. Analyzu provedl
RNDr. Petr Pompach, Ph.D pomoci hmotnostniho spektrometru s iontové cyklotronovou celou -
15T solariX FT-ICR (Bruker Daltonics). Pfed analyzou byl protein Stépen na koloné s
imobilizovanym pepsinem a vzniklé peptidy byly nasledné separovany na koloné s obracenou
fazi C18, ktera byla spojena s elektrosprejem hmotnostniho spektrometru, ktery pracoval v
pozitivnim, na datech zavislém moddu. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu

DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics) a programu Mascot.

Pfiprava vzorkd

Pfiprava fosforylovaného proteinu CaMKK2 D330A je popsdna v kapitole 5.5.5. na strané 34.
Defosforylace probihala v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti proteinu 14-3-3yAC. Reakéni smés je
uvedena v Tabulce 5.19, celkovy objem reakéni smési byl 600 pl. Aktivita proteinfosfatasy 1
(1,25U/ul) je priblizna, jelikoz fosfatasa byla jiz pfedtim rozmraZzena a zmrazena. Bylo pfiblizné
pouZito 98 mU/ug CaMKK2 D330A.

Tabulka 5.19 - Reakcni smés pro defosforylaci CaMKK2 D330A.

Defosforylace v nepfitomnosti 14-3-3yAC Defosforylace v pfitomnosti 14-3-3yAC
8uM CaMKK2 D330A 8uM CaMKK2 D330A
24uM 14-3-3yAC
1mM MnCl, 1mM MnCl;
50mM HEPES, pH=7,5 50mM HEPES, pH=7,5
100mM NacCl 100mM NacCl
2mM DTT 2mM DTT
0,01% NP-40 0,01% NP-40
18 U Proteinfosfatasal (1,25U/ul) 18 U Proteinfosfatasal (2,5U/pul)
V=600 ul V=600 ul

Z reakéni smési bylo vidy odebrdno 120 pl v casovych intervalech: 0, 20, 150, 240 a
360 minut. Prdbéh reakce byl vizualizovan 75uM Phos-tag 12% SDS-PAGE (Tabulka 5.5,
strana 26). Vzorek obsahoval 15 ul proteinu a 4 pl 5x vzorkovaciho pufru (Tabulka 5.3,
strana 24). Vzorky v bodech 0 a 240 minut byly predany na LC-MS analyzu.
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5.6.2 Analyticka ultracentrifugace — metoda sedimentacni rychlosti

Analyticka centrifuga se pouziva k ziskani sedimentacniho koeficientu, hydrodynamického
poloméru a ke zjisténi hmotnosti analyzované castice Ci disociaCni konstanty. Existuji dva typy
metod pfi pouZiti AUC, metoda sedimentacni rychlost a sedimentacni rovnovahy. Pomoci
metody sedimentacéni rovnovahy lze ziskat molekulovou hmotnost a disociacni konstantu. Pfi
metodé sedimentacni rovnovahy je na vzorek aplikovana odstrediva sila, jez nezapficini Uplnou
sedimentaci ¢astice, a po néjaké dobé se sila plsobici smérem ke dnu vyrovna s difuzni.
Rozhrani koncentrace se po dosazZeni rovnovahy uz dal v ¢ase neméni. Metoda sedimentacni
rychlosti (SV) vyuZivd nasobné vyssi odstfedivou silu, ktera nasledné zplsobuje pohyb
makromolekul smérem ke dnu kyvety, a vznikd tak koncentracni rozhrani, jez je sledovano
v Case, pricemz z rychlosti posunu rozhrani je ziskdn sedimentacni koeficient s. Vlivem difuze se
toto rozhrani v zavislosti na c¢ase méni, z ¢ehoZz lze nasledné urcit difuzni koeficient D
(Obrazek 5.2). Tato metoda umoznuje urcit oligomerni stav proteind ¢i stechiometrii

heterogennich interakci [38, 39].

Absorbance

6,5 7 r/cm
Obrdzek 5.2 - Zavislost absorbance vzorku na vzddlenosti od osy otdceni v ¢ase. Cerné a modre jsou data

sbirand na pocdtku experimentu, Zluté jsou data namérend u konce experimentu. Vytvoreno v programu SEDFIT
[48].

Pfi centrifugaci se uplatnuji tfi rdzné sily, vztlakova Fy; (rovnice 5.4), frikéni F¢(rovnice 5.5) a
centriguracni Fc(rovnice 5.6), pricemz centrifugacni sila jde proti vztlakové a frikéni. Zakladem
pro vypocet sedimentacniho koeficientu je Svedbergova rovnice, kterd je odvozena ze stavu,
kdy pfi konstantni rychlosti jsou vSechny sily pfi centrifugaci v rovnovdze (rovnice 5.7 na

strané 39).

E,, = — MUpyo wr? (rovnice 5.4)
Fr =—fv (rovnice 5.5)
F. = mowr? (rovnice 5.6)

V rovnicich 5.1-5.3 je m hmotnost Castice, w je uhlova rychlost rotoru, r je vzdalenost
makromolekuly od osy rotace, p,,, je hustota rozpoustédla (g-cm?3), f je frikéni koeficient, v je
rychlost sedimentace makromolekuly, ¥ je specificky objem makromolekuly (cm3-g).
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f¥ = mor? — mwr?vp,,, = mor?(1— vp.;) (rovnice 5.7)

Definice sedimentacniho koeficientu makromolekul, s, je dana Svedbergovou rovnici

(rovnice 5.8), kterou dostaneme po Upravé z rovnice 5.7:

v _ m(1-Vproz) — MNAD(1-Vproz) — MD(1-Vproz)
w?r f RT RT

) (rovnice 5.8)

kde M je relativni molekulovd hmotnost makromolekuly (Da), Na je Avogadrova konstanta, D
je difuzni koeficient, R je univerzalni plynovd konstanta a T je termodynamicka teplota.
Jednotka sedimentaéniho koeficientu je Svedberg (S) a je rovna 102 sekund.

Pohyb sedimentacniho rozhrani v ¢ase popisuje tzv. Lammova rovnice (rovnice 5.9).

dc 10 dc .
— =T [rD e cSerz] (rovnice 5.9)

Pro ziskani feSeni sad Lammovych rovnic slouzi programy pro analyzu dat ziskanych metodou

sedimentacni rychlosti [38].

Méreni

Pro vSechna méreni byla pouZita centrifuga ProteomLabTM XL-I (Beckman Coulter, USA).
Data byla sbirana pfi 141 995 x g a 20 °C pfi vinové délce 280 nm. Méfeni a vyhodnoceni
provedla RNDr. Olivia Petrvalskd, Ph.D. Pufr pouzity pfi méreni AUC je uveden v Tabulce 5.20.

Tabulka 5.20 - Pufr pro SV-AUC.
Pufr
50mM Tris-HCI, pH=7,5
150mM Nacl
1mM TCEP

Vzhledem ktomu, Ze u CaMKK1 byla pozorovdna dimerizace [40], byl tento proces
zkontrolovan také u CaMKK2 D330A. Koncentrace CaMKK2 D330A pro tento experiment jsou
uvedeny v Tabulce 5.21.

Tabulka 5.21 - Koncentrace CaMKK2 D330A pfi SV-AUC.
Koncentrace CaMKK2 D330A
11 uM
45 pM
160 pM
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Dale bylo studovano, jestli fosforylace na T145 a S495 nezpUsobuje vyznamnou zménu ve
struktufe porovnanim sedimentaéniho a frikéniho koeficientu CaMKK2 T145A D330A S495A a
CaMKK2 D330A. Koncentrace CaMKK2 jsou uvedeny v Tabulce 5.22. SloZeni pufru pro SV-AUC je
uveden v Tabulce 5.20 na strané 39.

Tabulka 5.22 - Koncentrace konstrukt CaMKK2 pro porovndni sedimentacniho a frikcniho
koeficientu v dusledku fosforylovaného T145 a 5495.

Konstrukt Koncentrace
CaMKK2 T145A D330A S495A 20 uM
CaMKK2 D330A 20 uM

Nasledné byla zmérena titrace proteinu 14-3-3yAC proteinem CaMKK2 D330A a tvorba
komplexu byla porovnana s tvorbou komplexu CaMKK2 T145A D330A S495A. Pufr byl stejny
jako v predchozich mérenich. Koncentrace proteinl jsou obsazeny v Tabulce 5.23.

Tabulka 5.23 - Moldrni poméry proteint ve vzorcich pro analytickou centrifugaci.

CaMKK2 pS100, pT145, pS495, pS511: protein 14-3-3
0,06uM : 1,2uM (1:20)
0,2uM : 1,2uM (1:6)
0,6uM : 1,2uM (1:2)
1,8uM : 1,2uM (3:2)
6,0uM : 1,2uM (5:1)
20pM CaMKK2

Vyhodnoceni

Distribuce sedimentacnich koeficientl byly ziskdny pomoci programu SEDFIT, pficemz byly
pouzity hodnoty viskozity a hustoty pufru ziskané programem SEDNTERP [41]. Hodnota
viskozity byla stanovena na 0,010312 St (1 Stokes = 1 cm?/s) a hodnota hustoty byla stanovena
na 1,0058 g/cm?3. Nasledné byla data vyhodnocena v programu SEDFIT [42]. Vysledné distribuce
sedimentacnich koeficientl byly vyneseny v programu Gussi [43] a distribuéni funkce byly
normalizovany podle plochy pod kfivkou. Zdanlivd disociacni konstanta byla stanovena
v programu SEDPHAT metodou globalniho modelovani.
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5.6.3 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Jednou z metod pro strukturni analyzu je metoda chemického zesiténi spojena s hmotnostni
spektrometrii, kterd vyuziva cinidla, jez spojuji konkrétni funkéni skupiny proteind. Kazdé
sitovaci Cinidlo je jinak dlouhé. Pro analyzu komplex( byla pouZita sitovaci Cinidla reagujici s
primarnimi aminy lysin@ — disukcinimidyl glutarat (DSG, ~ 7,7 A), a disukcinimidyl suberat (DSS,
~ 11,4 A). Tato ¢inidla také kromé primarnich lysind interaguiji s hydroxylovymi skupinami serinti
a threonind. Vzdalenosti Ca-Ca rezidui spojenych prostfednictvim cinidla DSG odpovidaji
maximalni vzdalenosti 20 A, v pripadé DSS a7 25 A.

Pro tuto analyzu byl pouZit konstrukt CaMKK2 T145A D330A S495A. Jednotlivé koncentrace
pred pridanim cinidel jsou uvedeny v Tabulce 5.24. Pred analyzou byla pusténa nativni
elektroforéza pro kontrolu kvality vzorkd. Vzorky byly dale zpracovany v servisnim stredisku
Strukturni hmotnostni spektrometrie v Biotechnologickém Ustavu AV CR ve Vestci RNDr.
Petrem Pompachem, Ph.D. nasledujicim zptisobem. Vzorky byly inkubovédny po dobu 1 hodiny
pfi 22 °C v 50nasobném molarnim nadbytku cinidel DSS a DSG a ndsledné redukovany pomoci
dithiothreitolu a alkylovany iodoacetamidem. Poté byl ke vzork(m pfidan trypsin v moldrnim
poméru vzorek:trypsin 1:20. Po inkubaci pfes noc pti 37°C byly vzniklé peptidy injektovany
automatickym davkovacim zafizenim na odsolovaci kolonu (Luna Omega 5um Polar C18 100A
20x0.3 mm, Phenomenex) pfi pratokové rychlosti 20 pl/min. Nasledné byly peptidy separovany
na analytické koloné s reverzni fazi (Luna Omega 3um Polar C18 100A 150x0.3 mm,
Phenomenex), kterda byla vytemperovana na 50 °C a spojena pfimo s hmotnostnim
spektrometrem FT-ICR (15T solariX, Bruker Daltonics, USA) s elektrosprejem. Peptidy byly
eluovany pratokovou rychlosti 10 pl/min acetonitrilovym gradientem 10-45 % B po dobu 19
minut. Mobilni faze A se skladala z 0,1% kyseliny mravenci a 2% acetonitrilu ve vodé a mobilni
faze B z 0,1% kyseliny mravenci a 98% acetonitrilu ve vodé. Hmotnostni spektrometr pracoval v
rezimu tandemové analyzy. Pro ziskani a zpracovani dat byl pouzit program ftmsControl 2.1.0 a
DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics, USA). Zesitované peptidy byly identifikovany pomoci
programu StavroX.

Alternativné byla ¢ast vzork( po inkubaci se sitovacimi Cinidly odebrdna a separovana
pomoci NuPAGE Bis-Tris gradientového gelu (4-12%). Zény odpovidajici zesitovanym proteiniim
byly vyfiznuty a zpracovany pro hmotnostné spektrometrickou analyzu obdobné jako je

uvedeno vyse.

Tabulka 5.24 - Koncentrace proteini pro experiment chemického zesiténi pred pfiddnim
Cinidel a sloZeni pufru pro tento experiment.

¢ [uM] ¢ [mg/ml] Pufr pro XL-MS
CaM 80,5 1,36 50mM HEPES, pH =7,5
CaMKK2 35,3 1,7 5mM CacCl,
14-3-3yAC (protomer) 71,2 1,9 150mM NacCl
CaMKK2:14-3-3yAC (1:2) 17 1,7 10% glycerol
CaMKK2:14-3-3yAC:CaM (1:2:1) 11,4 1,35 2mM TCEP
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5.6.4 Vodik-deuteriova vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

Pfi vodik-deuteriové vyméné (H/D vyména) dochazi k vyméné amidového vodiku v hlavnim
fetézci za deuterium, pficemz se sleduje mnoistvi inkorporace deuteria. Tento proces je
ovlivnén pH roztoku, pfistupnosti rozpoustédla a vodikovymi vazbami. Pokud je tento proces
analyzovan hmotnostni spektrometrii, lze ziskat deuteracni profil. Jestlize dochdazi ke zméné
profilu vdaném casovém okamziku v pfitomnosti ligandu/vazebného partnera, lze
predpoklddat, Ze tato mista jsou ovlivnéna vazbou. Tato metoda slouzi ke studiu protein-
protein nebo protein-ligand interakci. H/D vyména neidentifikuje pouze oblast, ktera je
interakci ovlivnéna, ale také ukaze, jaky efekt ma tato interakce na strukturu. Napfiklad pokud
procento zastoupeni deuteria je zprvu malé a po vazbé se dostupnost zvysi, znamena to, Ze byla
tato ¢ast uvolnéna i zpfistupnéna. Pokud je pozorovany opacény efekt, dochdzi bud k vazbé v
dané oblasti, nebo muzZe dojit i k iniciovanému vzniku struktury v nestrukturované oblasti.

Vzorky byly dale zpracovany v servisnim stredisku Strukturni hmotnostni spektrometrie v
Biotechnologické tstavu AC CR ve Vestci RNDr. Petrem Pompachem, Ph.D. Pfedmétem studie
byla CaMKK2 D330A a protein 14-3-3yAC. Koncentrace vzorkd pred ziedénim je uvedena
v Tabulce 5.25. Kvili nerozpustnosti CaMKK2 D330A nemohly byt pouzity vyssi koncentrace.
Vzorky byly 10x zfedény v deuteracnim pufru slozeném z 50mM Tris-HCI (pD = 7,1), 150mM
NaCl, 10% glycerolu a 1mM TCEP a odebiraly se v triplikdtech po 50 ul v ¢asovych intervalech
20s, 2 min, 20 min a 2 h. Reakce byla zastavena pfidanim 50 ul 1M glycinu (pH 2,3) a
zmrazenim v kapalném dusiku.

Pfed analyzou byly vzorky rozmrazeny a naneseny na kolonu s imobilizovanym pepsin ¢i
nepethesinem-2. Po 3 minutdch Stépeni a odsolovani na koloné Luna Omega 5um Polar C18
100A 20x0.3 mm (Phenomenex), byly vzniklé peptidy separovany na koloné s reverzni fazi (Luna
Omega 1,6 pm Polar C18 100A 100x1.0 mm, Phenomenex), kterd byla propojena s FT-ICR
hmotnostnim spektrometrem (15TsolariX, Bruker Daltonics, Billerica, USA) pracujicim
v pozitivnim rezimu. Pro separaci byl pouzit linearni gradient 10-35% pufru B po dobu 12 min.
Pufr A obsahoval 2% acetonitril a 0,4% kyselinu mravené¢i ve vodé. Pufr B obsahoval
95% acetonitril a 0,4% kyselinu mraven&i ve vodé. Stépeni, odsolovani a separace byly
provadény v ledové lazni. Data byla zpracovdna pomoci softwaru DataAnalysis (verze 4.2;
Bruker Daltonics) a DeutEX.

Tabulka 5.25 - Koncentrace vzorkd pro H/D vyménu pred zredénim.

Vzorek Koncentrace
CaMKK2 D330A 74 uM
14-3-3yAC (dimer) 86,3 uM
CaMKK2 D330A:14-3-3 yAC (1:2) 76,7 uM
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5.6.5 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni neboli SAXS (z ang. small angle X-ray scattering) je
metoda s nizkym rozliSenim, kterd poskytuje informaci o tvaru, hmotnosti a gyra¢nim poloméru
biomakromolekul. Méfeni probiha v roztoku a Ize méfit latky o velikosti nékolik kDa, az po latky
s velikosti GDa. Pomoci této metody Ize méfit i dynamiku ¢i kinetiku systému [44]. V kombinaci
s dalSimi metodami, napfiklad ve spojeni s hmotnostni analyzou, NMR, cryo-EM, je soucasti
integracniho pocitacového modelovani.

Tato metoda patfi do metod kontrastnich, tudiz je zapotrebi pfi méreni mit stejny pufr jako
ten, ve kterém se naléza protein. Princip méreni spociva v rozptylenych elektronech, které
vytvofi difrakéni obrazec, jenz v sobé nese strukturni informace vzorku (Obrazek 5.3). Informace
o tvaru molekuly se méfi pod uhlem 0,03°-5°, pficemzZ detektor je vzdalen od vzorku 1,5 m a
vice. Vysledna intenzita je funkci vSech mezielektronovych vzdalenosti uvnitf molekuly a je
definovana dle rovnice 5.10, pokud se jednd o homogenni monodisperzni vzorek, kde spolu

Castice neinteraguiji.

I(s) = 4m foDmaxP(r)%dr, (rovnice 5.10)

kde r je vzdalenost dvou elektron(i, Dmax je maximum téchto vzddlenosti a sje velikost
rozptylového vektoru, kterd je definovana vztahem

= w, (rovnice 5.11)
kde 26 je rozptylovy Uhel a A je vinova délka rentgenového zafeni [45, 46].

Guinierova aproximace, coZ je zavislost In(/) na s?, plati a nabyva linedrniho tvaru
(rovnice 5.12) pouze v oblasti s-Rg < 1,3, kde Rg znaci gyracni polomér rozptylujici castice.
Linearita této zavislosti se vyuZiva pro odhaleni agregatli a zhodnoceni celkové kvality vzorku.
Ze smérnice této zavislosti je dopocitan gyracni polomér rozptylujici ¢astice, Rg, a extrapolaci na

nulovy Uhel je dopocitana / (0).

I(s s2R,? .
) = _Zf (rovnice 5.12)
1(0) 3
Roztok
Dopadajici proteinu
rentgenové
zéfeni * o’ Proslé zafeni
Rozptylené zareni
Pufr 2D detektor

Obrdzek 5.3 - Princip méreni malouhlového rozptylu. Prevzato a upraveno z [46].
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Pro méreni vzork(i pomoci rentgenového zareni byla pouzita metoda spojena s velikostné-
vylucovaci chromatografii, tzv metoda SEC-SAXS.

Jako zdroj rentgenového zareni byl pouZit synchrotron, ktery se naléza na pracoviisti P12,
spravovaném Evropskou laboratofi pro molekularni biologii na okruhu Petra Il (DESY, Hamburg,
Némecko). Pro tento experiment byl vyuzit konstrukt CaMKK2 T145A D330A S495A.
Koncentrace proteinl pti vstupu na kolonu a sloZeni pufru pro analyzu jsou uvedeny
v Tabulce 5.26. Pomér pCaMKK2:14-3-3yAC byl 1:2, pCaMKK2:14-3-3yAC:CaM 1:2:1 a
CaM:CaMKK2 1:1. Snimani rozptylu bylo nastaveno po 0,5 s. Pro oddéleni agregovanych
proteind byla pouZita kolona Superdex® 200 Increase 5/150 GL, objem vzorku ¢inil 100 pl.

Tabulka 5.26 - Koncentrace proteinl pfi vstupu na kolonu a pufr pro SEC-SAXS.

Vzorek ¢ (mg/ml) Pufr pro vzorky bez CaM Pufr pro vzorky s CaM
14-3-3yAC 6,0 50mM Tris-HCl, pH=7,5 50mM Tris-HCl, pH=7,5
CaM 9,4 150mM NacCl 150mM NaCl

CaMKK2 10,2 1mM TCEP 1mM TCEP
CaMKK2:CaM 15,1 3% glycerol 3% glycerol
pCaMKK2:14-3-3yAC 26,3 1mM CaCl,
pCaMKK2:14-3-3:CaM 23,5

Pro zpracovani dat byl pouzit program CHROMIXS [47], kde byla vybrana oblast pufru a
analyzovaného vzorku. Nasledné byla vygenerovdna rozptylova kfivka a vyhodnocovany
jednotlivé parametry v programu PRIMUS [48]. Byla zkontrolovana kvalita dat pomoci
Guinierova vynosu (zavislost In(/) na s?), vypoditdna molekulovd hmotnost, analyzovéna
distribuce vzdalenosti, tzv. P(r) funkce, a z ni byl ziskdn parametr Dwvax. Pfi vyvhodnocovani vSech
parametr( byl kladen dlraz prevainé na linearitu funkce pfi Guinierové vynosu a na shodu
vypocitané a ocekavané molekulové hmotnosti. Poslednim analyzovanym prvkem byla
flexibilita systému, ktera je popsana bezrozmérnym Kratkyho vynosem.

Ziskana data byla nasledné pouzita pro pocitacové modelovani. VSechny aplikace pouZité pro
vyhodnoceni dat ze SEC-SAXS a nasledné pro pocéitacové modelovani byly dostupné z balicku
ATSAS [49].
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5.6.6 Pocitacové modelovani
Pocitacové modelovani probihalo v aplikacich z ATSAS bali¢ku [49]. Je dobré zd(iraznit, Ze se
jednd pouze o model z dat s nizkym rozliSenim. Pro vypocet modelu byly pouZity programy
DAMMIN a CORAL. Nasledné model zCORALu byl pomoci programu SUPCOMB

superimponovan do molekulové obdlky z DAMMINu.

DAMMIN

DAMMIN vytvari molekulovou obdlku pomoci tzv. dummy rezidui, coZ jsou sférické ¢astice,
které tvori zprvu jednu velkou kulovou castici a ktery ndsledné podle algoritmu tyto ¢dstice
odebira tak, aby tvar teoretické kfivky odpovidal namérené rozptylové kfivce. Program
DAMMIN byl spustén v online rezimu. Jako vstupni data pro DAMMIN byly vloZzeny soubory
obsahujici P(r) funkci, pricemz udaje z rozptylové ktivky byly omezeny rozptylovym vektorem do
hodnoty 7/Rg, kde Rg je gyracni polomér vypocitan z Guinierova vynosu. Kazdy vypocet byl
opakovan 20x, nasledné byly pomoci programu DAMSEL porovnany modely, a ty, které se vice
liSily, byly vylouceny. Dale byl pomoci programu DAMAVER vytvofen filtrovany model

z porovnavanych struktur, které nebyly vylouceny.

CORAL (z ang. Complexes with random loops)

CORAL [50] vyuziva jiz vyresené struktury s vysokym rozliSenim jednotlivych protein(, které
jsou vzajemné orientovany tak, aby co nejlépe odpovidaly ziskanym experimentdlnim dat{m.
Chybéjici ¢asti jsou nahrazeny rezidui, ktera jsou propojena a zastupuji tak hlavni fetézec.
DalSim kritériem, které je mozné do vypoctu zahrnout, je pfidani meziatomovych vzdalenosti

konkrétnich rezidui.

Priprava struktur pro modelovdni v programu CORAL

Pro vytvofeni modelu byl pouZit homologni model CaMKK2, struktura proteinu 14-3-3y
vykrystalizovana s peptidem CaMKK2 na C-konci (PDB: 6FEL) a peptid na N-konci
vykrystalizovany s proteinem 14-3-37 (PDB: 6EWW). Struktury 6FEL a 6EWW byly dany do
prekryvu a byly uloZeny jednotlivé casti: protein 14-3-3y, peptid CaMKK2 obsahujici
aminokyseliny 97-104 a peptid CaMKK2 obsahujici aminokyseliny 508-513, tak aby v jednom
Zlabku 14-3-3 byl jeden peptid a v druhém druhy peptid.

Protein CaMKK2 v rozsahu 161-463 aminokyselin byl vytvoren s vyuZzitim homologniho
modelovani v programu EASY MODELLER prof. RNDr. Tomasem Obsilem, Ph.D. pomoci spojeni
dvou struktur znacenych pod kédem PDB: 5UY6 a 6CMJ [51].

Kromé struktur jednotlivych domén a proteind byla vstupni data tvofena rozptylovou
kfivkou vymezenou hodnotami s v rozsahu 0,052-2,5 nm™ a dale souborem obsahujicim data
z chemického zesiténi, kde byl nastaven parametr vzdalenosti mezi Ca-Ca identifikovanych
spojenych rezidui na 30 A.

Modely byly vyhodnoceny na zdakladé shody teoretické rozptylové kfivky vypocitané z

modelu programem CRYSOL s experimentdlnimi daty. Mira shody je vyjadfena pomoci
parametru x2 dle rovnice 5.13 na strané 46.
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2 - 1 ¥y I:I(S)exp,—CI(S)Vypoé]Z’

7 (rovnice 5.13)

kde I(S)exp. je intenzita namérend béhem experimentu, /(s)wpoe. je hodnota intenzity spocitana
z daného modelu, c je Skalovaci faktor, o(s) je experimentalni chyba a N je pocet boda.
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6. Vysledky

6.1. Exprese a purifikace CaM

Kalmodulin byl exprimovan v bunikach E.coli, které byly kultivovany v LB médiu. Vysledky,
které jsou zde uvedeny, jsou ziskany ze 4 litr0 bunécnych kultur. Exprese a purifikace
kalmodulinu je detailné popsana v kapitole 5.3, ktera zacind na strané 27. P¥i purifikaci byla
vyuzita hydrofobni interakéni chromatografie. Matrice byla tvofena Phenyl sepharosou, pficemz
kalmodulin v pfitomnosti Ca%* s touto matrici interaguje. Kalmodulin byl poté eluovdn pufrem,
ktery obsahoval EDTA. EDTA vaZe Ca?*, coz ma za nasledek zakryti hydrofobnich aminokyselin
kalmodulinu a tedy vylouéeni CaM z kolony. Cistota proteinu byla ovéfena pomoci 18%
SDS-PAGE (Obrdzek 6.1). Vzorek v jedné jamce obsahoval 10 pul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho
pufru. Kalmodulin ma pfibliznou velikost 15 kDa.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9

kDa
75 | -
-
37
25 -
20 -
- _—
10 .

Obrdzek 6.1 - 18% SDS-PAGE. Vzorky po hydrofobni interakéni chromatografii. M — Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards (4 ul), 1-9 - Vzorky frakci po hydrofobni chromatografii. Vzorek byl tvofen
10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Frakce, které byly slouceny, jsou oznaceny cCervené.

Jak lze vidét, Cistota proteinu je dostatecna, ale hydrofobni interakéni chromatografie
neoddéluje protein od agregat(, proto nasledovala velikostné-vylucovaci chromatografie.

Pro velikostné-vyluCovaci chromatografii byla pouzita kolona Hiload 26/600
Superdex® 75 pg, mobilni faze je uvedena v Tabulce 5.8, na strané 28. Pritok byl 2 ml/min a
sbér zacal po 160 ml od naneseni proteinu na kolonu po 1,5 ml. Prllbéh chromatografie od

zacCatku sbéru lze vidét na Obrazku 6.2 na strané 48.
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Obrazek 6.2 - Pribeéh velikostné-vylucovaci chromatografie od zacdtku sbéru proteinu po uplynuti 80 minut
od naneseni kalmodulinu na kolonu. Frakce, které byly pouZity pro 18% SDS-PAGE, jsou oznaceny modre.
Absorbance byla mérena pri 280 nm.

Kalmodulin ma hodnotu extinkéniho koeficientu velmi nizkou (280 = 2980 Mt cm?), proto
hodnoty absorbance pfi 280 nm jsou téZz nizké. Pro kontrolu dCistoty byla provedena
18% SDS-PAGE (Obrazek 6.3), kde vzorek obsahoval 10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru.
Vzorky o dostatecné Cistoté (6-15) byly sjednoceny a zmrazeny pfi - 80 °C. Vytézek ze 4 litrQ

bunécnych kultur byl pfiblizné 15 mg.
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Obrdzek 6.3 - 18% SDS-PAGE po velikostné-vyluovaci chromatografii. M - Precision Plus Protein™ All Blue
(4ul). Vzorek 4-15 obsahoval 10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Frakce, které byly slouceny a zmraZeny
jsou oznaceny Cervené.
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6.2. Exprese a purifikace 14-3-3yAC

Protein 14-3-3yAC, o velikosti dimerni jednotky 54 kDa, byl exprimovan v bunkach E.coli,
které byly kultivovany v LB médiu. Ziskané vysledky jsou z purifikace 2 litrd bunécnych kultur.
Exprese a purifikace proteinu 14-3-3yAC je detailné popsana v kapitole 5.4 od strany 29. Protein
14-3-3yAC obsahuje histidinovou kotvu, kterd byla vyuZita pro niklovou chelataéni
chromatografii. Vzorky po této chromatografii byly vizualizovany pomoci 15% SDS-PAGE

(Obrazek 6.4), pticemz vzorek obsahoval 2 ul proteinu, 8 ul vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru.
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Obrazek 6.4 - Pomoci 15% SDS-PAGE byla vizualizovdna Cistota proteinu po niklové chelatacni chromatografii.
M - Blue Protein Ladder (4ul), 1-9 - Vzorky po niklové chelatacni chromatografii. Vzorek byl tvofen 2 ul proteinu,

8 ul vody a 2 ul 5xvzorkovaciho pufru. Vsechny ziskané frakce byly slouceny pro aniontové-vyménnou
chromatogrdfii.

Vsechny frakce byly slouceny. Pfed nasledujici chromatografii byla odstépena histidinova
kotva s GB1 proteinem pomoci TEV proteasy. Stépeni probihalo pfes noc ve 4 °C. Proces
Stépeni byl vizualizovan 15% SDS-PAGE (Obrazek 6.5). Vzorky obsahovaly 2 ul proteinu, 8 pl
vody a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru.

kDa M 1 2
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Obrdzek 6.5 - Proces Stépeni TEV proteasou vizualizovany pomoci 15% SDS-PAGE. M - Precision Plus
Protein™ All Blue (4ul), 1 — vzorek pfed stépenim, 2 — vzorek po $tépeni. Vzorky obsahovaly 2 ul proteinu, 8 ul
vody a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru.
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Po Uspésném odstépeni histidinové kotvy (Obrazek 6.5 na strané 49) bylo vyuzito kyselého
izolektrického bodu proteinu 14-3-3yAC, ktery je pfiblizné roven 5, coZz umoznovalo vyuzit
aniontové-vymeénnou chromatografii. Matrice byla tvofena Q sepharosou, sloZeni pufru je na
strané 31, Tabulka 5.12. PrGtokova rychlost byla 1 ml/min. Kazda jimana frakce obsahovala 1 ml
vzorku. Protein byl nanesen na kolonu v 2% pufru B v pufru A. Eluce probihala zvySovanim
koncentrace pufru B, kde gradient 2%-100% pufru B trval 20 minut (Obrazek 6.6).

Pro kontrolu Cistoty byla pouZita 15% SDS-PAGE (Obrazek 6.7). Vzorky obsahovaly 3 ul
proteinu, 7 ul vody a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Frakce, jez obsahovaly protein, byly slouceny
(oznaceny cervené na Obrazku 6.7) a pro oddéleni agregovaného proteinu a zbylych nedistot

byla pouZita velikostné-vylu¢ovaci chromatografie.
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Obrdzek 6.6 - Priibéh aniontove-vymeéenné chromatografie. Gradient soli z 20mM na 1M NaCl trval 20
minut. Konduktivita je oznacena modre, absorbance proteinu pri 280 nm je znacena Cervené.
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Obrdzek 6.7 - 15% SDS-PAGE pro kontrolu Cistoty proteinu po aniontové-vyménné chromatografii.
Vzorky 1-14 obsahovaly 3 ul proteinu, 7 ul vody a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. M - 6 ul Black Protein Ladder
(Cebiosys). Frakce, které byly slouceny a pouZity pro SEC, jsou oznaceny Cervené.
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Pro velikostné-vyluCovaci chromatografii byla pouZita kolona Hiload 26/600
Superdex® 75 pg. Mobilni faze je uvedena v Tabulce 5.13, na strané 31, pratok byl 2 ml/min a
kazda sebrand frakce obsahovala 1,5 ml proteinu. Sbér zacal po 120 ml od naneseni proteinu na

kolonu (Obrazek 6.8).

Absorbance (280 nm)
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Obrazek 6.8 - Priibéh velikostné-vylu¢ovaci chromatografie. Sbér frakci zacal po 120 ml od naneseni
proteinu na kolonu. Objem frakce byl 1,5 ml, pratok &inil 2 ml/min.

Nasledovala 15% SDS-PAGE pro zjisténi finalni Cistoty proteinu (Obrazek 6.9). Vzorek

obsahoval 4 pl proteinu, 6 ul vody a 2 pl 5x vzorkovaciho pufru.
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Obrdzek 6.9 - FindIni 15% SDS-PAGE po velikostné-vylucovaci chromatografii. M - Precision Plus ProteinTM
All Blue (4ul), Vzorek 1-16 obsahoval 4 ul proteinu, 6 ul vody a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Frakce, které byly

slouceny, a zmraZeny jsou oznaceny cervené.

Celkovy vytézek ze 2 litrd kultury bylo 30 mg proteinu 14-3-3yAC.
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6.3. Exprese a purifikace CaMKK2 D330A a T145A D330A S495A

Konstrukt CaMKK2 (93-518) o priblizné velikosti 48 kDa byl exprimovan v burikach E.coli,
které byly kultivovany v pfripadé D330A v LB médiu a vpripadé T145A D330A S495A
v autoindukénim médiu. Ziskané vysledky jsou z purifikace 8 litr(i bunéénych kultur. Exprese a
purifikace proteinu CaMKK2 je detailné popsand v kapitole 5.5 od strany 32. Konstrukty
CaMKK2 obsahovaly histidinovou kotvu, kterd byla vyuZita pro niklovou chelatacni
chromatografii. Pro 8 litr0 bunécnych kultur byly provedeny dvé niklové chelata¢ni
chromatografie. Eluce probihala pfimo do pufru E a nasledovalo odstépeni histidinové kotvy
s GB1 proteinem pomoci TEV proteasy. Pro kontrolu Stépeni nasledovala 12% SDS-PAGE

(Obrazek 6.10), pficemz vzorek obsahoval 10 pl proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru.
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Obrdzek 6.10 - Kontrola Stépeni TEV proteasou pomoci 12% SDS-PAGE. M — 4 ul Black Protein Ladder
(Cebiosys) . Vzorek 1 je odebrany vzorek pred stépenim, 2 je vzorek po stépeni. Vzorky byly sloZzeny z 10 ul
proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. A — stépeni konstruktu CaMKK2 D330, B — Stépeni konstruktu CaMKK2
T145A D330A S495A.

Po Stépeni nasledovala velikostné-vylu¢ovaci chromatografie, pfi které byla pouzita kolona
HiLoad 75 26/600 pg, pritok 2 ml/min, sbér frakci zacal po 120 minutdch od naneseni proteinu
na kolonu, po 1,5 ml. Pribéh chromatografie Ize vidét na Obrazku 6.12 a 6.13 na strané 53.
Nasledovala 12% SDS-PAGE (Obrazek 6.11) a vzorky, které obsahovaly protein s degradaci, byly
slouceny a byla opakovana velikostné-vylucovaci chromatografie. Pro 8 litrd bunécné kultury
obsahujici CaMKK2 T145A D330A S495A byla provedena velikostné vylucovaci chromatografie
3-4x. Pro konstrukt D330A celkem 6-8x.
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Obradzek 6.11 - Vysledky 12% SDS-PAGE po prvni velikostné-vylucovaci chromatografii. A - CaMKK2 T45A D330A

S495A; B - CaMKK2 D330A. M - Precision Plus Protein™ All Blue (4ul), N - 4ul Black Protein Ladder (Cebiosys). Vzorek
1-9 obsahuje 10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Cervené jsou oznaceny frakce, které byly slouceny a
zmraZeny, modre jsou oznaceny vzorky, které byly slouceny pro dalsi velikostné-vyluc¢ovaci chromatografii.
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Obrazek 6.12 - Pribéh prvni velikostné-vylucovaci chromatografie CaMKK2 T145A D330A S495A.
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Obrdzek 6.13 - Prubéh prvni velikostné-vylu¢ovaci chromatografie CaMKK2 D330A.

Celkovy vytéZzek nefosforylovaného proteinu z 8 litrll bunécné kultury odpovida pro CaMKK2
D330 4 mg, pro CaMKK2 T145A D330A S495A 8 mg.
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6.3.1 Fosforylace CaMKK2
Optimalizace fosforylacniho protokolu pro CaMKK2 D330A se odvijela od fosforylace
CaMKK2 T145A D330A S495A. Mnoistvi c-AMP dependentni proteinkinasy A uréené
k fosforylaci 1 mg CaMKK2 D330A bylo stanoveno na 2000 U pro 4uM CaMKK2 D330A pfi 30 °C
po dobu 4 hodin. Priibéh fosforylace byl vizualizovan pomoci 12% SDS-PAGE obsahujici 75uM
Phos-tag, ktera probihala za neustalého chlazeni po dobu 4,5 hodin pfi 180 V (Obrazek 6.14).

0 5 30 60 120 240 min

e 4P
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Obrdzek 6.14 — Pribéh fosforylace je vizualizovan pomoci 75uM Phos-tag 12% SDS-PAGE, kterd probihala
za neustdlého chlazeni po dobu 4,5 hodiny pri 180 V. Vzorek obsahoval 10 ul reakéni smési a 2 ul
5x vzorkovaciho pufru. Reakcni smés obsahovala 4uM CaMKK2 D330A, 2000 U PKA na 1 mg CaMKK2, 750uM
ATP a 20mM MgCl,. Celkovy objem smési byl 200 pl.

Fosforylace CaMKK2 T145A D330A S495A probihala v pfitomnosti PKA, jejiz mnoZstvi
potifebné k fosforylaci bylo 2684 U pro jeden miligram 4uM CaMKK2 T145A D330A S495A pfi
30 °C po dobu 4 hodin. Prlbéh fosforylace byl vizualizovan pomoci 12% SDS-PAGE obsahuijici
50uM Phos-tag, ktera probihala za neustalého chlazeni po dobu 4,5 hodiny pfi 180V
(Obrazek 6.15 A). Porovnani fosforylacnich stavli CaMKK2 2P a 4P pomoci 75uM Phos-tag 12%
SDS-PAGE je vizalizovana na Obrazku 6.15B.

A NP 05 4hod B NP Vz K NP Vz K
o @dO @O @ @

Obrdazek 6.15 — 50uM Phos-tag 12% SDS-PAGE. NP-kontrola nefosforylovaného proteinu. A - pribéh
fosforylace CaMKK2 T145A D330A S495A. B — porovndni fosforylovaného stavu purifikované CaMKK2 T145A
D330A S495A (1) a CaMKK2 D330A (2). K — kontrola pIné fosforylovaného proteinu CaMKK2. Vz — fosforylovany
stav purifikovaného proteinu.

Po fosforylaci nasledovala velikostné-vylu€ovaci chromatografie pro oddéleni PKA a ATP.
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6.3.2 Velikostné vylucovaci chromatografie po fosforylaci
Pro oddéleni PKA a ATP pomoci velikostné-vylu¢ovaci chromatografie byla pouzita kolona
HiLoad 26/600 Superdex® 200 pg. Chromatografie probihala pfi pritoku 2 ml/min, sbér frakci
byl nastaven po 180 ml od naneseni proteinu na kolonu, kazda frakce obsahovala 1,5 ml
proteinu. Pribéh chromatografii Ize vidét na Obrazku 6.16 a 6.18 na strané 56. Nasledné byla
provedena 12% SDS-PAGE (Obrazek 6.17 a 6.19 na strané 56) a vzorky o dostatecné Cistoté byly

slouceny, zméreny, a bud zmrazeny, nebo rovnou pouZity pro nadchazejici experiment.
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Obrazek 6.16 - Priibéh velikostné-vylucovaci chromatografie po fosforylaci CaMKK2 T145A D330A S4995A.
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Obrdzek 6.17 - 12% SDS-PAGE po chromatografii CaMKK2 T145A D330A S495A. M - 2 ul Black
Protein Ladder (Cebiosys). Vzorky 1-12 obsahuji 10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Cervené
jsou oznaceny vzorky, které byly slouceny a zmraZeny.

Z 8 litr( bunécné kultury bylo ziskano pfibliné 4 mg fosforylované CaMKK2 T145A D330A
S495A.
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Obrazek 6.18 - Priibeh chromatografie po fosforylaci CaMKK2 D330A.

Obrdzek 6.19 - Cistota proteinu vizualizovand pomoci 12% SDS-PAGE. M — 4 ul Black Protein Ladder
(Cebiosys). Vzorek 1-9 obsahuje 10 ul proteinu a 2 ul 5x vzorkovaciho pufru. Cervené jsou oznaceny vzorky,
které byly slouc¢eny a zmraZeny.

Typicky vytézek fosforylovaného proteinu CaMKK2 D330A z 8 litrd narostlé bunécéné kultury

byl v rozmezi 1-2 mg.
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6.4. Biofyzikdlni a strukturni charakterizace proteint a komplex(

Pro biofyzikalni a strukturni charakterizaci byly pouzity metody LC-MS (kapalinova
chromatografie spojend s hmotnostni analyzou), XL-MS (chemické zesiténi spojené
s hmotnostni analyzou), H/D-MS (vodik-deuteriovd vyména spojena s hmotnostni analyzou),
SV-AUC (analyticka ultracentrifugace — metoda sedimentacni rychlosti) a SEC-SAXS (velikostné-
vyluéovaci chromatografie spojenda s malodhlovym rozptylem rentgenového zareni). Pred

analyzou vzorkU byla vidy provedena nativni elektroforéza.

6.4.1 Nativni elektroforéza
Pomoci nativni PAGE mGzZeme studovat tvorbu komplexu. Je to rychld a levna metoda, a je
vhodnd pro kontrolu vzorku pred narocnéjsimi a drazsimi experimenty, obzvlast pokud si
nejsme jisti, jestli se komplex vdaném pufru utvari. Na Obrazku 6.20 Ize sledovat tvorbu

komplex pro jednotlivé experimenty.

M " -

Obrdzek 6.20 - Nativni gely pred jednotlivymi experimenty. Vzorek 1 je protein 14-3-3, vzorek 2 pCaMKK2,
vzorek 3 je komplex pCaMKK2:14-3-3 yAC a vzorek 4 je pCaMKK2:14-3-3yAC:CaM. A - 12% TBE nativni gel pred
SAXS, sloZeni pufru ve vzorku: 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 5mM DTT, 1ImM CaClz, 10% glycerol. B - 12% Tris-
glycinovy nativni gel pfed H/D vyménou a SV-AUC, sloZeni pufru ve vzorku: 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 5mM DTT,
10% glycerol. C - 12% Tris-glycinovy gel pred chemickym zesiténim, sloZeni pufru ve vzorku: 50mM HEPES, pH=7,5,
0,5mM NaCl, 5mM DTT, 1ImM CaCl2, 10% glycerol. Pro chemické zesiténi a SAXS byl pouZit konstrukt CaMKK2
T145A D330A S495A, pro H/D vyménu a AUC byl pouZit konstrukt CaMKK2 D330A.

Z gelli |ze pozorovat, Ze vzorky byly v poradku a komplex se vZdy utvoril. Nasledné byly vzorky

pouzity pro jednotlivé experimenty.
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6.4.2 Analyza defosforylace pomoci Phos-tag SDS-PAGE a LC-MS analyzy

CaMKK2 D330A obsahuje ¢tyri PKA fosforylaéni mista, jimiz jsou S100, T145, S495 a S511, z
nichz S100 a S511 se ucastni vazby s proteinem 14-3-3yAC. Tato vazba zpUsobila u CaMKK1
snizeni jeji kinasové aktivity, ale pro CaMKK2 nebyl zjistén zadny efekt. JelikoZ se protein 14-3-3
vaze v blizkosti kalmodulin-vazebného mista, je moiné, Ze zabranuje navazani kalmodulinu a
tedy i nasledné aktivaci. Vzhledem k tomu, Ze protein 14-3-3 se vaie pouze na fosforylovana
mista, lze pfedpokladat, Ze pti tvorbé komplexu proteinu pCaMKK2:14-3-3 jsou fosforylovanad i
mista S495 a T145. Je-li S495 fosforylovan, kalmodulin nedokdaZe aktivovat CaMKK2, a tudiZ neni
spusténa signalni kaskada. Pokud protein 14-3-3 udrZuje tento serin fosforylovany, mohl by tak
chranit CaMKK2 pred predcasnou aktivaci.

Pro ovéreni této role proteinu 14-3-3 byla CaMKK2 D330A plné fosforylovana a nasledné
defosforylovana fosfatasou v pfitomnosti i nepfitomnosti proteinu 14-3-3 yAC. SloZeni pufrd a
mnoZstvi jednotlivych proteind je uvedeno v tabulce 5.19 na strané 37. Tento experiment byl
vizualizovan pomoci Phos-tag 12% SDS PAGE, ktera umoznuje rozlisit rizné fosforylacni stavy

proteinll (Obrazek 6.21), a nasledné byla provedena LC-MS analyza.

C - kontrola
CaMKK2 D330A CaMKK2 D330A + 14-3-3yAC

0 20 150 240 360 C 0 20 150 240 360 min

- e
e A

Obrdzek 6.21 — Priibéh defosforylace vizualizovany na 75uM Phos-tag 12% SDS gelu. Nandska do jamek
byla 80 pmol CaMKK2 D330A a 240 pmol 14-3-3yAC. JelikoZ protein 14-3-3 neni fosforylovany a jeho velikost je
27 kDa, neni vidét na gelu. Vzorky byly odebrdny v pribéhu defosforylace v ¢ase 0, 20, 150, 240 a 360 minut. C
znaci nefosforylovanou CaMKK2 D330A.

Z gelu Ize vidét, Ze v Case 0 je CaMKK2 pIné nafosforylovana. Toto potvrzuje i LC-MS analyza
(Obrazek 6.22 na strané 59). Také Ize pozorovat, Ze protein 14-3-3 yAC zpomaluje defosforylaci
tfi fosforylacnich mist, mezi které s jistotou patfi mista Ucastnici se vazby (S100, S511) a
nasledné T145 nebo S495. Pro zjisténi posledniho rezidua, jehoz defosforylace je zpomalena,
byla pouzita LC-MS analyza, pro niZz byl vybran vzorek po 240 minutdch defosforylace

(Obrazek 6.23 na strané 60).
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Obrdzek 6.22 — Elucni profily pfi LC-MS analyze fosforylované CaMKK2 D330A v ¢ase 0 minut. A - analyza
peptidu obsahujiciho serin na pozici 100. B - analyza peptidu obsahujiciho threonin na pozici 511. C - analyza
peptidu obsahujici threonin na pozici 145 a D - analyza peptidu obsahujiciho serin na pozici 495. Jak je
z grafa vidét, vsechna Ctyfi mista jsou plné fosforylovdina a mnoZstvi nefosforylovanych peptidi je
zanedbatelné.
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Obrdzek 6.23 — Elucni profily pfi LC-MS analyze fosforylovanych peptidi po 240 minutdch defosforylace
v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti proteinu 14-3-3. A - analyza peptidu obsahujiciho threonin na pozici 145
v nepfitomnosti proteinu 14-3-3. B - analyza peptidu obsahujiciho threonin na pozici 145 v pritomnosti proteinu
14-3-3. C - analyza peptidu obsahujiciho serin na pozici 495 v nepfitomnosti proteinu 14-3-3. D - analyza
peptidu obsahujiciho serin na pozici 495 v pritomnosti proteinu 14-3-3.

Z Obrdazku 6.23 lze vycist, ze defosforylace serinu 495 je zpomalena v pfitomnosti proteinu
14-3-3yAC, tudiz role proteinu 14-3-3 by mohla byt protekce tohoto mista pred defosforylaci a
tim zabranéni predbéiné aktivaci CaMKK2. Tato funkce proteinu 14-3-3 byla nasledné

potvrzena (LANGENDORF, 2020) [22]. Déle byl komplex analyzovan pomoci XL-MS.
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6.4.3 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii
Pro zjiSténi vzajemné orientace proteinu 14-3-3yAC a CaMKK2 byl proveden experiment
chemického zesiténi spojeného s hmotnostni spektrometrii. Pro analyzu byla pouzita Cinidla,
kterd prednostné reaguji s primarnimi aminy, ale také interaguji s OH skupinou (DSG a DSS).
Pufr pro tento experiment a jednotlivé koncentrace protein(i jsou uvedeny v Tabulce 5.24 na
strané 41.
Tato analyza byla provedena s vyuzitim dvou pfistupl. Prvni MS analyza se provadéla pfimo
z roztoku, druhd z gradientového gelu (Obrazek 6.24). Pro analyzu z roztoku byly odebrany
vzorky, které odpovidaji sloupci 9 a 10 v Obrazku 6.24. Pro analyzu z gelu byly vyfiznuty a
analyzovany ¢asti gelu, které jsou oznaceny na obrazku ¢ervenym obdélnikem.

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

1 — CaMKK2 DSS

2 —CaM DSS

3 —14-3-3yAC DSS

4 — CaMKK2+14-3-3 yYAC DSS

6 — CaMKK2 DSG

7 - CaM DSG

8 —14-3-3yAC DSG

9 — CaMKK2+14-3-3 yAC DSG

11 — CaMKK2

12 - CaM

13 -14-3-3 yAC

14 — CaMKK2+14-3-3 yAC
15 - CaMKK2+14-3-3 yAC +CaM

Obrazek 6.24 - 4-12% gradientovy gel. Vzorky 11-15 jsou kontroly proteint bez pridaného zesitovaciho
Cinidla. 1-10 jsou vzorky po inkubaci s Cinidlem DSS (vzorky 1-5) a DSG (6-10).

Z gelu lze vidét cistotu proteind (sloupec 11-15) pro tuto analyzu a tvoreni oligomeru
v pfitomnosti sitovacich ¢inidel. Vysledky XL-MS analyzy Ize vidét v Tabulce 6.1 na strané 62,
kterd obsahuje nalezené spojené peptidy. CaMKK2 obsahuje na N-konci rezidua GAMGS
z histidinové kotvy. Tyto aminokyseliny se v nativni formé CaMKK2 nevyskytuji, ale
v Tabulce 6.1 na strané 62 jsou oznaceny jako G88-S92. Nalezena spojeni byla nasledné
zahrnuta do pocitacového modelovani, jehozZ vysledek pro bindrni komplex je na Obrazku 6.41
na strané 78.
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Tabulka 6.1 - Prehled vsech identifikovanych spojenych peptidi. Bez pozadi jsou
zobrazeny peptidy analyzované z roztoku, v Sedém pozadi jsou nalezené peptidy analyzované
z gelu.

- s peptidy Rezidua
Cinidlo  [M+H']" chyba (ppm) 3
CaMKK2 14-3-3yAC CaMKK2 14-3-3yAC poznamka
DSG 4369.096 -0.08 G88-R97 T199-R227 S92 S$215
4369.096 -0.05 G88-R97 T199-R227 S95 S$215
4076.043 0.17 K364-K369 T199-R227 K364 S215
3926.01 -0.13 K200-K203 T199-R227 K200 T210
2773.341 -0.37 G88-R97  V62-K77 S92 S64
2773.342 0.01 G88-R97  V62-K77 S95 S64
2773.342 0.11 G88-R97  V62-K77 S92 K69
4526.25 -0.09 1395-K403 T199-R227 S400 S215 redukovany Cys
4526.249 -0.30 1395-K403 T199-R227 S400 S215 redukovany Cys
UUUUU 1842932 054 G8B-R97 KI8-R83 S92 K8
DSS 4427.138 0.00 G88-R98 T199-R227 S92 S215 oxidovany Met
4411.142 -0.23 G88-R99 T199-R227 S92 S215
inidlo  [M+H']" chyba (ppm) peptidy Rezidua )
CaM 14-3-3 yAC CaM 14-3-3yAC poznamka
DSG 2869.483 1.10 E32-R38 D218-T234 T35 T231 oxidovany Met
ginidlo  [M+H']" chyba (ppm) peptidy Rezidua
CaMKK2 poznamka
DSG 3667.782 -0.50 T166-K173 R143-Y165 K168 Y165
4693.306 0.09 P283-R290 L251-K282 5285 T280
3956.959 0.01 1328-K338 G339-K364 S334 S340
3649.773 -0.30 T143-K173 T166 K168 redukovany Cys
2931.534 -0.30 K364-K369 1402-K420 K364 K403
2727.508 0.03 G228-K250 K241 K242
4621.234 0.82 $129-R139 P144-K173 S129 S152
5479.762 -0.30 K299-R311 1328-R363 K307 S334
3529.877 -0.40 K364-K369 1402-K425 K364 K403
3125.514 0.01 T166-K168 R143-Y165 T166 Y165
2251.059 0.19 V195-K198 L181-K194 S197 Y191
4489.259 -0.01 K364-K369 1328-R363 K364 T343
5646.758 0.41 G88-R97  L251-R290 0 T280
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6.4.4 Analyticka ultracentrifugace — metoda sedimentacni rychlosti
Dalsi dalezitou informaci bylo, jestli se CaMKK2 D330A vyrazné nelisi od CaMKK2 T145A
D330A S495A. Proto byly porovnany sedimentacni koeficienty samotnych protein(
(Obrazek 6.25), které nasledné byly prepocitany pro protein ve vodé pfi 20 °C (Tabulka 6.2 na
strané 65).

D
1

20 pM CaMKK2 4P
i 20 pM CaMKK2 2P

Normalizovana funkce c(s)

0 A T T T T T

1 2 3 4 5 6
Sedimentacni koeficient (S)

Obradzek 6.25 - Normalizovand spojita distribucni funkce sedimentacnich koeficienti CaMKK2 2P (fosforylovand
CaMKK2 T145A D330A S495A) a CaMKK2 4P (fosforylovand CaMKK2 D330A).

Jak Ize vidét na Obrazku 6.25 a v Tabulce 6.2 na strané 65, fosforylovand mista pT145 a
pS495 neovliviuji hydrodynamicky polomér proteinu, coz naznaduje, Ze nedochazi k vyraznym
strukturnim zménam. Z tohoto dlvodu byly pro analyzu komplexu CaMKK2:14-3-3 pouZity oba
konstrukty CaMKK2. Nasledné byla zméfena =zavislost tvorby dimeru na koncentraci
(Obrazek 6.26), jelikoz tento jev byl zjistén u CaMKK1. Pro tento experiment byl pouzit
konstrukt NP (nefosforylovand) CaMKK2 T145A D330A S495A.

3.5 1

= 11uM CaMKK2 T145A D330A S495A
43pM CaMKK2 T145A D330A S495A
160uM CaMKK2 T145A D330A S495A

3.0 1
2.5 1
2.0 1
1.5 1
1.0 1
0.5 1

0.0 T J . . . . .

1 2 3 4 5 6 7 8
Sedimentacni koeficient (S)

Normalizovana funkce c(s)

Obrdzek 6.26 - Série normalizovanych spojitych distribuci sedimentacnich koeficientii CaMKK2 T145A D330A
S495A, jeZ zobrazuji zavislost tvorby dimeru na koncentraci CaMKK2. U koncentrace 43 a 160uM CaMKK2 Ize
pozorovat tvorbu dimerni formy, jejiz sedimentacni koeficient se nalézd okolo 5 S.
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Z Obrdazku 6.26 na strané 63 lze vycist, Ze pfi vySSich koncentracich dochazi k tvorbé dimerni
formy, avSak ani v jednom experimentu jsme nedosahli téchto hodnot koncentrace a navic
zastoupeni dimerni formy je pomérné zanedbatelné. Také bylo zjistnéno, Ze efekt dimerizace je
narusen v pritomnosti kalmodulinu, viz Obrazek 6.27, jelikoZ neni pozorovan zadny signal u
hodnoty 5 S.

w
o
1

—— 11 uM (CaMKK2 + CaM)
43 pM (CaMKK2 + CaM)

o (@) o (@)
1 1 1 1

Q
o
1

Normalizovana funkce c(s)

o\

1 2 3 4 5 6 7 8
Sedimentaéni koeficient (S)

o
o

Obrazek 6.27 - Série spojitych distribuci sedimentacnich koeficientl komplexti CaM:CaMKK2 T145A D330A
S495A. Efekt dimerizace byl narusen v pfitomnosti kalmodulinu.

Poslednim provedenym experimentem s vyuzitim SV-AUC bylo stanoveni zdanlivé disociaéni
konstanty = komplexu  14-3-3yAC:CaMKK2  D330A pS100 pT145 pS495 pS511
(CaMKK2 4P) pomoci globalniho modelovani. Pro ziskdni potfebnych dat byla provedena titrace
proteinu 14-3-3, ktery mél stalou koncentraci (1,2uM), proteinem CaMKK2, kde pouZita
koncentrace byla v rozmezi od 0,06 do 6 pmol-dm=3(Obrézek 6.28).

4.0 ﬂ = 0.06uM CaMKK2 4P + 1.2uM 14-3-3y AC
) ——  0.2uM CaMKK2 4P + 1.2uM 14-3-3y AC
T 3.5 1 0.6uM CaMKK2 4P + 1. 2uM 14-3-3y AC
o = 1.8uM CaMKK2 4P + 1.2uM 14-3-3y AC
o 304 6uM CaMKK2 4P + 1.2uM 14-3-3y AC
é — 20uM CaMKK2 4P

6uM 14-3-3yAC
2 2.5
e
© 20 T
3
N 1.5 4
©
£ 1.0 A
-
@]
el A
L 0N
0.0
1 8

Sedlmentacnl koeﬂment (S)

Obrazek 6.28 - Série normalizovanych spojitych distribuci sedimentacnich koeficient(. Protein 14-3-3yAC mél
fixni koncentraci 1,2 uM a koncentrace CaMKK2 4P se pohybovaly v rozsahu 0,06-6 uM.
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Z jednotlivych distribuci (Obrazek 6.25 na strané 63 a 6.28 na strané 64) byly ziskany
parametry obsaZené v Tabulce 6.2, kde lze vidét hodnoty sedimentacnich koeficient(
prepocitanych pro protein ve vodé pfi 20 °C a frikéni koeficienty protein( vztahovanych

k dokonalé sférické castici.

Tabulka 6.2 - Hodnoty sedimentacnich koeficientt prepocitanych pro protein ve vodé pfi
20 °C a frikcni koeficient proteinu vztaZeny k frikcnimu koeficientu dokonale sférické cdstice.

Protein sw (20,w) frikéni pomér (protein/sfér.)
14-3-3yAC 3,753 S 1,411

CaMKK2 4P 3,137S 1,426

CaMKK2 2P 3,134 S 1,426

CaMKK2 4P:14-3-3 yAC 5,912 s*

*Tato hodnota byla stanovena pro komplex 30uM CaMKK2 2P: 6uM 14-3-3 yAC.

Dale se hodnoty sedimentacnich koeficientl v Tabulce 6.2 pouZzily pro upfesnéni zdanlivé
disociacni konstanty pomoci metody globdiniho modelovani. Hodnota zdanlivé disociacni
konstanty vypocitané z isotermy vytvorené po globalnim modelovani (Obrazek 6.29) se naléza

v nanomolarni oblasti a byla odhadnuta na 60 * 15.

5.0 |
@
®  45f
QO
=
2
o 40
>
c
N
*© 35 F
>

Kp =60 + 15nM

3 nEEEET L1 AR RET] Lo Lo
g 0.1.8 [ 1 1 1 1 1
2 004}
3
o —003 b= a1l vl Ll el [N EEE |

10° 10 100 10" 10
Koncentrace (M)

Obrdzek 6.29 - Izoterma vypocitand ze série normalizovanych spojitych distribuci komplexd
14-3-3yAC:CaMKK2 4P
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6.4.5 H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

Profil deuterace by mohl napomoct otdzce, ktera ¢ast proteinu CaMKK2 je ovlivnéna vazbou

proteinu 14-3-3 a jestli vazba nezpUsobuje strukturni zmény. Vzorky byly odebirany po

triplikatech po 20 s, 2 min, 20 min a 2 h. Zprvu byl protein stépen pepsinem, pri¢emz po Stépeni

zUstal

peptid o délce 30 aminokyselin na C-konci, proto byl podruhé stépen neprilysinem 2.

Pokryti sekvence CaMKK2 jednotlivymi peptidy Ize vidét v Pfiloze 2. Obrazek 6.30 znazorniuje

zménu deuteracniho profilu CaMKK2 po 20 s a 2 hodinach.

A

70
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80 87 130 173 216 259 302 345 388 431 474 517
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sl 5 o
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30 : = F -‘ L =
) . Jl
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= [~ J WL -
OC 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
B CaMKK2 M CaMKK2-1433C |
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=
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Obrdzek 6.30 - Profil deuterace CaMKK2 (Cerné) a CaMKK2:14-3-3 (modre) po 20 s a 2 hodindch. Horni osa x
popisuje nativni Cislovani aminokyselin proteinu. Na ose y je vyneseno % deuteraace. A - Profil deuteraace po 20s. B -
profil deuterace po 2 hodindch.
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K nejvétsi zméné v profilu deuterace CaMKK2 D330A po vazbé s proteinem 14-3-3yAC
dochdzi na C-konci, kde se tvofi vazba sproteinem 14-3-3 (Obrdzek 6.31 A). Dalsi
nezanedbatelné zmény se nalézaji v kinasové oblasti (Obrdzek 6.31 B) na mistech, kde byly také
nalezené spojené peptidy CaMKK2 s proteinem 14-3-3yAC a to konkrétné u peptidu 195-203,
kde byl spojen K200, peptidu 365-371, ktery se naléza v blizkosti K364 a v useku 397-406, kde
bylo nalezeno spojené reziduum S400. Také byla pozorovdna zména deuterace v peptidu
obsahujici T145 (137-154), ktery je dlleZity pro regulaci aktivity CaMKK2 a 458-472, coi je
oblast tésné pred autoinhibi¢ni doménou, kde v oblasti 458-463 byla pozorovana protekce
(snizeni deuterace o 3 %), ale v oblasti 463-472 deprotekce (zvySeni deuterace 0 4,5 % po 20 s).
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Obrdzek 6.31- Kinetika deuterace CaMKK2. A — Nejvétsi zmény deuterace probihaly v mistech vazby (peptid
91-99 a peptid 508-517). B — Mirnd zména deuterace byla nalezend i v oblastech, kde byly nalezend spojend rezidua
(K200, K364 a 5400). Cervené jsou oznaceny oblasti, jejiZ rozdil v deuteraci v ¢ase 20 s ¢inil 3-6,5 %.
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Narozdil od deutera¢niho profilu CaMKK2, u proteinu 14-3-3 nedochazi béhem prvnich
20 s k vyrazné zméné deuterace, avSak po 2 hodinach jsou vidét zmény zejména v oblasti a8
helixu (Obrazek 6.32 a 6.33 na strané 69).
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Obrazek 6.32 - Profil deuterace proteinu 14-3-3yAC (Cerné) a CaMKK2:14-3-3 (modre) po 20 s a 2 hodindch.
Horni osa x popisuje nativni ¢islovani aminokyselin proteinu. Na ose y je vyneseno % deuteriace. A - Profil
deuteriace po 20 s. B — profil deuterace po 2 hodindch.
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Obrazek 6.33 - Kinetika deuterace nejvice ovlivnénych peptidd proteinu 14-3-3yAC. Nejvice byl ovlivnén a-helix 8.
Cervené jsou oznaceny oblasti, kde po vazbé s CaMKK2 dochdzelo k protekci a rozdil v deuteraci po 2 hodindch ¢&inil
10-15%. Slabsi cervenou (napr. oblast 186-195) jsou oznaceny mista, kde dochdzelo po vazbé k protekci a pristup se
sniZil o 5-10%. RiZové jsou oznaceny mista, kde pristup rozpoustédla byl snizen o 3-5%. Svétle modre (oblast
227-234) je oznaceni pro oblast, kde doslo k deprotekci (zvyseni pristupu rozpoustédla) o 4,5 %.
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6.4.6 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Pro zjisténi strukturnich parametri komplext byl pouZit malouhlovy rozptyl rentgenového
zareni (SAXS), ktery se fadi mezi strukturni metody s nizkym rozliSenim. Vystupem této metody
je namérena zavislost intenzity rozptyleného rentgenového zafeni na s. Z rozptylovych dat lze
ziskat hodnoty gyra¢niho poloméru (Rg), molekulové hmostnosti (Mw), Porodlv objem (V,) a
maximalni vzddlenost mezi atomy (Dwmax). JelikoZ je tato metoda velice citlivd na agregaty ve
vzorku, je spojena s velikostné-vylu¢ovaci chromatografii, ktera oddéluje agregaty od vzorkd,
tzv. SEC-SAXS.

Prvnim krokem ve zpracovani namérenych dat bylo vybrat oblasti ,pufru” a ,vzorku” v rdmci
eluéniho profilu v programu CHROMIXS (Obrazek 6.34 na strané 71), a nasledné byly
vygenerovany rozptylové kfivky (Obrazek 6.35 na strané 72). Poté byla zkontrolovana kvalita
dat pomoci Guinierova vynosu (Obrazek 6.36 na strané 73) a vypocitana molekulovd hmotnost
Castic v programu PRIMUSQT (Tabulka 6.3). Nasledoval vypocet distribuce vzdalenosti, tzv. P(r)
funkce (Obrazek 6.38 na strané 74), z niz byl ziskan i parametr Dmax. Kvalita ziskanych dat byla
hodnocena na zdkladé linearity funkce pfi Guinierové vynosu a shodé vypocitané a o¢ekdvané
molekulové hmotnosti. Posledni analyzovanou vlastnosti ¢astic byla jejich flexibilita, kterd byla
vyhodnocena z bezrozmérného Kratkyho vynosu rozptylovych dat (Obrazek 6.37 na strané 73).

SAXS meéreni byla provedena pro konstrukt CaMKK2 T145A D330A S495A. Pomér
pCaMKK2:14-3-3 byl 1:2, CaM:CaMKK2 1:1 a pCaMKK2:14-3-3:CaM 1:2:1. Koncentrace protein(
pfi vstupu na kolonu jsou uvedeny v Tabulce 6.3. Pfi separaci pfed vlastim SAXS mérenim byla

pouZita kolona Superdex® 200 Increase 5/150 GL, objem vzorku Cinil 100 pl.

Tabulka 6.3 - Ziskané strukturni parametry ze SAXS

1 3
D v M M
Vzorek c Rg 1(0)* Rg % [nm] 1(0)2 MAX 93 Interval Mw W alc. W exp
(mg/ml) [nm] (nm)  [nm7] (kDa) (kDba) (kDa)
49,3-53,7
14-3-3yAC 6 2.840.5 26270+16 2.84+0,01 26290+13 8.39 76.1 50,9 54,3
(93.00%)
13,8-16,5
CaM 94  2.2+0.2 10625+9 2.22+0.01 10680+11 6.85 41.6 14,8 16,8
(94.83%)
45,2-50,3
CaMKK2 10,2  2.8+0.3 12957+20 2.94+0.01 13060+24 11 81.9 47,7 48,0
(95.07%)
61,6-71,5
CaMKK2:CaM 151 3.740.1 36723+37 3.76%0,01 36930+38 13.5 101 (91,89%) 65,5 64,8
" (]
92,7-106,9
pCaMKK2:14-3-3yAC 26,3 3.6+0.0 115051+41 3.64+0,01 11530045 13.1 152.8 (97,72%) 101,0 102,3
; (]
111,3-127,5
CaMKK2:14-3-3:CaM 23,5 4.3+0.5 85627+79 4.3+0,01 8564066 15.5 216 (91,78%) 118,8 119,1
, ('

1Vypocitané hodnoty z Guinierova vynosu

2 \lypocitané hodnoty z P(r) funkce

3V zavorce se udava pravdépodobnost Mw vzorku v daném intervalu

Mwcalc — Vypocitand molekulova hmostnost dle Bayesovské statistiky

Mwexp, — O€ekavana molekulovd hmostnost

¢ — koncentrace proteinu pfi vstupu na kolonu
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Obrdzek 6.34 -Elucni profily jednotlivych vzork(. Cervené — vybrand oblast pufru. Zelené — vybrand oblast
vzorku pro analyzu. A — Elucni profil proteinu 14-3-3yAC, B - CaM, C - CaMKK2, D - CaMKK2:CaM,
E- CaMKK2:14-3-3 yAC, F- CaMKK2:14-3-3 yAC:CaM.

V elucnich profilech Ize vidét mirné mnoistvi agregatl, kromé elucéniho profilu proteinu
14-3-3yC a CaM. Vzhledem k tomu, Ze SAXS je velice citlivd metoda na agregaty, byla vybrana
pro analyzu prava strana pikl. Nasledné byly vygenerované jednotlivé rozptylové krivky.
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Obrazek 6.35 - Vygenerované rozptylové krivky z vybranych ¢asti eluénich profild.

Z Obrdazku 6.35 Ize pozorovat, Ze nejvyssi Sum obsahuje vzozek CaMKK2, coZ je ofekdvané,
vzhledem kvybrané oblasti s nizkou intenzitou, viz eluéni profil na Obrazku 6.34C. Pro
modelovani byla pouZita pouze ¢ast kfivky do oblasti 2,5 nm™, jelikoZ tato oblast nese informaci

o tvaru molekuly a neobsahuje Sum.
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Obrdzek 6.36 - Guiniertyv vynos rozptylovych dat. Linearita znaci kvalitu dat.

Linearita kfivek ukazuje, Ze se jedna o kvalitni data. Rozsah kfivek se zmensuje s rostoucim
Rg, jelikoZ linedrni zavislost pfi Guinierové vynosu plati v oblasti, kdy sRg<< 1 pro globuldrni
proteiny. Ze smérnice téchto pfimek je vypocitan gyracni polomér.

O flexibilité systému vypovida Kratkyho vynos (Obrdzek 6.37). Pro rigidni globularni proteiny
odpovidd hodnota sRg pro maximum 1,73 a hodnota na ose y by méla byt 1,1 [52].
Z Obréazku 6.37 je patrné, Ze zatimco je protein 14-3-3 rigidni (hodnota osy x v maximu proteinu
14-3-3 je 1,77 ana ose y 1,12), CaMKK2 je flexibilné&jsi (posunuti vrcholu piku smérem k vy$Sim
hodnotdm sRg), ale pfi tvorbé komplexu CaMKK2:14-3-3yAC dochazi ke snizeni flexibility oproti
volné CaMKK2.

——14-3-3yAC
CaM
CaMKK2
—— CaMKK2:CaM
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w, —— CaMKK2:14-3-3yAC:CaM

1.2

1.0

S 08-
=
2
S 06
S
o
@
0.4 -
0.2
0.0 d T d T d T d T d T g 1
0 1 2 3 4 5 6

Obrdzek 6.37 - Bezrozmérny Kratkyho vynos rozptylovych dat.
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Z rozptylové kfivky je mozné vypocitat tzv. P(r) funkci, jeZz popisuje distribuci vzdalenosti
elektrond v molekule (Obrazek 6.38). P(r) funkci lze nasledné vyuzit pro rekonstrukci
molekulové obdlky (napf. pomoci programu DAMMIN). Ackoli ma CaMKK2 nizsi M v porovnani
s dimerni formou proteinu 14-3-3, jeji Dmax ma vysi hodnotu, coz odrazi jeji vétsi rozvolnénost,

coz je v souladu s Kratkyho vynosem.

0.4 1433

— CaMKK2
CaMKK2+14-3-3

— CaMKK2+CaM

0.3 - / X CaMKK2+14-3-3+CaM

CaM
h—_“« 0.2 - |
0.1 1 \
00 ! 1 ' 1 ' 1 ! | ' 1 ' 1 ' 1 ! |
0 2 4 6 8 10 12 14 16
r(nm)

Obrazek 6.38 - P(r) funkce, kterd uddva distribuci vzddlenosti mezi elektrony v molekule.
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6.4.7 Strukturni modelovani binarniho komplexu

Pro tzv. ,rigid-body” modelovani komplexu byla pouZita ziskana data z malouhlového
rozptylu rentgenového zareni a chemického zesiténi.

Pro vypocet byl pouzit program CORAL, kde vychozimi daty byly: rozptylova kfivka, data
z chemického zesiténi a krystalové struktury jednotlivych proteind. Pro komplex CaMKK2:14-3-3
bylo vytvofeno 65 pocatecnich pozic (liSicich se vzajemnou orientaci dimeru 14-3-3 a kinasové
domény CaMKK2) a pro kazdou pozici bylo provedeno 10 vypocta.

Na Obrdzku 6.39 na strané 76 lze vidét dva nejlepSi modely (s nejvy$si shodou s
experimentalnimi SAXS daty) komplexu pCaMKK2:14-3-3 ziskané pomoci programu CORAL. Z
modell Ize vidét, Ze komplex mUiZe zaujimat vice konformaci, které se liSi orientaci kinasové
domény CaMKK2 vUci dimeru 14-3-3. Vzdalenosti mezi Ca atomy vybranych residui CaMKK2 a
14-3-3 z CORAL modeld, jsou uvedeny v Tabulce 6.4 na strané 76. Jak Ize vidét z Obrazku 6.40,
N- a C-koncové 14-3-3 vazebné motivy CaMKK2 byly ukotveny pfi modelovani ve vazebnych
Zlabcich proteinu 14-3-3. Flexibilni segmenty, které se nachazeji mezi kinasovou doménou a
jednotlivymi 14-3-3 vazebnymi motivy jsou modelovany pomoci fetézce tzv. dummy rezidui.
Kazdé dummy reziduum nahrazuje prdvé jednu aminokyselinu, kterd chybi v krystalové
strukture. Na Obrazku 6.40 na strané 77 je znazornéna superimpozice modelu komplexu s
zfejmé, Ze oba modely maji podobny tvar. Shoda CORAL modelu komplexu s daty ziskanymi
metodami chemického zesiténi a H/D vymény je znazornéna na Obrazku 6.41 na strané 78.
Zobrazeny model je konzistentni pouze se dvéma nalezenymi chemickymi propojenimi
(vzdalenost mezi pfislusnymi Ca atomy je mensi nez 20 A), tieti propojeni vysvétluje druhy
model s alternativni polohou kinasové domény (Obrazek 6.39B na strané 76). Model komplexu
na Obrazku 6.41 na strané 78 je obarven dle vysledkd H/D vymény. Oblasti, kde byla
pozorovana protekce (tedy nizsi deuterace po vytvoreni komplexu) jsou obarveny v pfipadé
proteinu 14-3-3 modre a v pripadé CaMKK2 Cervené. Lze si vSimnout, Ze oblasti s pozorovanou

nizsi deuteraci se nachazeji v ramci ¢i blizko predikovaného interakéniho povrchu.
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Tabulka 6.4 - Vzddlenosti mezi Ca atomy vybranych residui CaMKK2 a 14-3-3 z CORAL

evvs

modeli s nejnizsi hodnotou y?. Vybrand residua jsou ty,
v intermolekuldrnich propojenich v experimentech chemického zesiténi.

které byly identifikovdny

Vzddlenosti jsou

uvedeny v A. Tabulka uvddi pouze propojeni mezi 14-3-3 a kinasovou doménou CaMKK?2.

CaMKK2:14-3-3

CORAL model A

CORAL model B

X? 1,20 1,42
K200camkk2-T21014-3-3 38,8 10,9
K200camkk2-S21514-3-3 34,9 114
K364camkk2-S21514-3-3 12,3 37,4
S400camkk2-S21514-3-3 13,5 33,1

A

Obrdzek 6.39 - Vypocitané modely komplexu CaMKK2:14-3-3. Zelené je oznacen protein 14-3-3yAc ve formé
dimeru, modre kinasovd doména CaMKK2, cervené C-koncovy flexibilni iusek modelovany pomoci dummy rezidui a

fialové je oznacen N-konec.
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Obrdzek 6.40 - A - Model komplexu CaMKK2 vytvofeny v programu CORAL (Obrdzek 6.40 A). X?= 1.4222.
Modre je zobrazen protein 14-3-3yAC v dimerni formé (6FEL). Zelené je zobrazena CaMKK2 vytvorend pomoci
homologniho modelovdni s domodelovanymi flexibilnimi segmentyy. Model je vioZen do vypocitané molekulové
obdlky pomoci programu SUPCOMB. B — Rozdil vypocitanych intenzit modelu od namérenych v logaritmické
Skdle v zavislosti na rozptylovém vektoru.
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Obrdzek 6.41 — Model komplexu CaMKK2:14-3-3 z Obrdzku 6.40A. A — Cervené jsou zndzornény zmény pfi H/D vyméné
na CaMKK2, modre na proteinu 14-3-3. B — Zluté je zndzornéno spojeni mezi Ca - Cot K200 camkz2-T21014-3-3, oranZové mezi
K200-5215, kde je vzddlenost 42.5 A, mezi K364-5215 je vzddlenost 17.7 A a mezi S400-5215 je vzddlenost 13.2 A. C - Zluté
jsou zndzornény Ca- Ca vzddlenosti mezi aminokyselinami, jeZ byly spojeny béhem chemického zesiténi na N - konci
CaMKK2. Spojené aminokyseliny CaMKK2-14-3-3 jsou vzddleny od sebe: $92-5215 30,5 A, S95 od $215 je vzddlen 22,7 A,
$92 od $64 je vzddlen 20,9 A, S95 od S64 je vzddlen 19,6 A a S92 od K78 je vzddlen 29 A a 592 — K69 je 23,4 A.
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7. Diskuze

Zakladni stavebni jednotkou téla je burika a pro jeji spravny vyvoj a jeji spravnou funkci je
potfebnd prisnd regulace jednotlivych komponent, které se v ni nalézaji a mezi které patfi i
vapenaté kationty. Pro udrzovani stabilni hladiny vapenatych kationtd slouzi rGzné kanaly, které
jsou ovlivnény bud’ napétim (napf. L-, N-kanal), pfitomnosti ligandu (napf. inositoltrifosfatovy
receptor), ¢ pfitomnosti konkrétnich iontt (Ca%*/Na*kanal) [5].

Pfi zvySeni koncentrace intraceluldrnich vapenatych kationtl dochdzi k aktivaci
kalmodulinu a tim je aktivovana kalmodulin-dependentni signalni draha, jejiz soucasti je i
Ca?*/kalmodulin-dependentni kinasa kinasa 2, zkracené CaMKK2. PFi aktivaci CaMKK2
kalmodulinem dochazi k odklonéni autoinhibicniho segmentu od aktivniho mista a
k autofosforylaci na T85 a T482, v dlsledku ¢ehoz se zvysi jeji aktivita. Dale se signdl pfenese na
jeji substraty CaMKI, CaMKIV a AMPK prostiednictvim fosforylace, kterd zplsobuje jejich
aktivaci. AMPK je ndsledné zodpovédna za regulaci energie v bunice a funkce CaMK jsou
spojovany s rstem axon(. Dysfunkce jednotlivych komponent v této signalni draze je spojena
naptiklad s bipoldrni poruchou, schizofrenii ¢i ztratou citlivosti na inzulin, coz vede k obezité
[24, 25, 53]. Studie naznacily, Ze by CaMKK2 mohla slouzit jako molekularni pfepina¢ mezi
signalni drahou CaMKK2/CaMK a CaMKK2/AMPK. Tento zavér podporuje zejména skutecnost,
ze k aktivaci AMPK neni vyZadovana pritomnost kalmodulinu, nybrZ postacuje pouze
autonomni aktivita CaMKK2 [16], a dale pro aktivaci CaMK musi byt pfitomna oblast bohata na
argininy a proliny (RP), kterd tyto substraty rozpoznava. Avsak presny mechanismus regulace
neni doposud znam.

Jak uz bylo zminéno, CaMKK2 se za normalnich okolnosti vyskytuje v bufice v inhibovaném
stavu, ktery je zpUsobeny autoinhibi¢ni doménou. Pfi navazani kalmodulinu se autoinhibovany
segment odkloni a kinasa se stava aktivni. Aby nedochdazelo k predcasné aktivaci CaMKK2,
autoinhibi¢ni stav by mohl byt stabilizovan proteinem 14-3-3, vzhledem k pfitomnosti dvou
14-3-3 vazebnych motivl na N-konci a C-konci. Vazebny motiv na C-konci se naléza tésné za
kalmodulin-vazebnym mistem a vazebny motiv na N-konci se naléza pred prvni regulani
oblasti. Aby se protein 14-3-3 mohl navazat, musi byt ve vazebném misté pritomny
fosforylovany serin ¢i threonin. Tato mista jsou obvykle fosforylovdna cAMP-dependentni
proteinkinasou A (PKA) a jsou nestrukturovana [29].

V CaMKK2 se nalézaji celkem ctyfi aminokyseliny fosforylované PKA, jimiz jsou S100, T145,
S495 a S511, z nichz S100 a S511 zprostfedkovavaji vazbu s proteinem 14-3-3. T145 je také
fosforylovan AMPK, coZz ma za nasledek potladeni autonomni aktivity, coz zplsobi aktivitu
CaMKK2 zavislou pouze na kalmodulinu [23]. Bylo naznaceno, Ze fosforylovany S495 brani ve
vazbé kalmodulinu [21]. Jak bylo v této praci dokazano in vitro, protein 14-3-3 opravdu brani
v defosforylaci S495 a tim brani predcasné aktivaci CaMKK2 (Obrazek 6.21 na strané 58 a
Obrazek 6.23 na strané 60). Stejné vysledky byly potvrzeny a publikovany v roce 2020 [22].
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Abychom pochopili Uplnou roli proteinu 14-3-3 pfi regulaci CaMKK2, je zapotiebi znat
stavbu komplexu. Jelikoz kvili velikosti systému nelze vyuzit metody jako jsou NMR a kryo-EM,
je nejlepsim zplsobem, jak charakterizovat komplex, proteinova krystalografie. Avsak hledani
optimalnich podminek je ¢asové narocné a neni ani zajiStén uspéch krystalizace, proto byl v této
praci komplex zkouman pomoci metody analytické ultracentrifugace, malouhlového rozptylu
rentgenového zareni, vodik-deuteriové vymény spojené shmotnostni spektrometrii a
chemickym zesiténim spojenym s hmotnostni spektrometrii.

Pro studium komplex( bylo zapotrebi pfipravit proteiny CaMKK2 D330A, CaMKK2 T145A
D330A S495A, kalmodulin a protein 14-3-3yAC. Proteiny byly exprimovany v E. coli a byly
purifikovany  pomoci  hydrofobni  interakéni  chromatografie,  aniontové-vyménné
chromatografie, niklové chelatacni chromatografie a velikostné-vylu¢ovaci chromatografie. Pfi
purifikaci CaMKK2 D330A dochdzelo k vyssi degradaci na C-konci, proto byly experimenty
provedeny s obéma konstrukty. Nasledné u proteinu CaMKK2 D330A doslo k optimalizaci
fosforyla¢niho protokolu pro ¢tyfi mista, ktera jsou fosforylovand PKA. Zajimavé je, Zze mnoZstvi
PKA potiebné pro fosforylaci ¢ty mist je mensi nez pro fosforylaci dvou mist, S100 a S511.
Tento efekt je mozné vysvétlit tim, Ze by se S495 fosforyloval dfive a vlivem fosfatové skupiny
by doslo k mirné strukturni zméné a zlepSeni ptistupnosti pro S511.

Pomoci AUC bylo zjisténo, Ze oba tyto konstrukty maji skoro stejny sedimentacni koeficient
a stejny frikéni koeficient (Tabulka 6.2 na strané 65), tudiz fosforylovany T145 a S495 neovliviuji
vyrazné terciarni strukturu.

Dale pomoci této metody byla zjisténa mirna dimerizace CaMKK2 pfti vysSich koncentracich
(Obrazek 6.26 na strané 63), avSak pfi pfidani kalmodulinu tento efekt nebyl
pozorovan (Obrdzek 6.27, strana 64). Poslednim experimentem byla zjisténa zdanliva disociacni
konstanta komplexu CaMKK2 4P:14-3-3yAC s hodnotou Kp=60+15nM (Obrdzek 6.29 na
strané 65).

Chemické zesiténi poskytlo informaci o aminokyselinach, které jsou si prostorové nejblize.
VSechny propojené aminokyseliny jsou uvedeny v Tabulce 6.1 na strané 62. Vysledkem byla
nalezena spojeni mezi N-koncem CaMKK2 se tfemi aminokyselinami proteinu 14-3-3 a jednou
oblasti proteinu 14-3-3 spojenou se tfemi aminokyselinami CaMKK2 (Obrazek 6.41 na strané 78
CORAL modelu). Tim byla ziskana pfibliznd orientace proteint v(ci sobé.

Pomoci H/D vymény bylo zjistovano, jaké oblasti CaMKK2 jsou ovlivnény vazbou proteinu
14-3-3. Nejvétsi zmény byly dle ocekavani zjistény v oblasti vazebnych mist. Prestoze se
vazebné misto S100 fosforyluje in vitro lépe, nejvétsi zména v deuteraci byla pozorovana
v oblasti obsahujici vazebné misto S511. Tento jev mize byt vysvétlen tim, Ze zatimco oblast
obsahujici S511 predstavuje klasicky 14-3-3 vazebny motiv, S100 je soucasti atypického 14-3-3
vazebného motivu. Dale H/D vyména v souladu s daty z chemického zesiténi ukazala mirné
zmény deuterace v oblastech, kde byly nalezeny propojené aminokyseliny a to zejména
v oblasti a-helixu 8 a a-helixu 9 proteinu 14-3-3 a v oblasti B5, aB, aF, aG CaMKK2. Vysledky

jsou vizualizovany na stranach 66 a 68.
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Posledni metodou pro zjisténi tvaru komplexu byl malouhlovy rozptyl rentgenového zareni.
Strukturni parametry ziskané touto metodou jsou uvedeny v Tabulce 6.3 na strané 70. Na
zakladé téchto dat byla vypocitana filtrovana molekulova obalka pro komplex pCaMKK2:14-3-3.
Za vyuziti programu CORAL a jiz vyreSenych struktur CaMKK2 (PDB: 5UY6, 6CMJ) a proteinu
14-3-3 (PDB: 6EWW, 6FEL) byly vypocitany modely pomoci tzv. ,,rigid-body“ modelovanim. Dva
modely s nejniz$im x?, které byly v souladu s nalezenymi peptidovymi spojenimi vypovidaji o
dvou mozZnych konformaci vytvofeného komplexu pCaMKK2:14-3-3. Model s nejvyssi shodou
byl nasledné vloZen do vypocitané molekulové obalky (Obrazek 6.39 a Obrazek 6.40 na
strané 76 a 77).

Jak Ize z modelu pozorovat, N-konec a C-konec CaMKK2 je ukotven ve Zlabcich tvorenych
dimerem proteinu 14-3-3. Vzdalenosti mezi aminokyselinami odpovidajici nalezenym spojenym
peptidiim jsou v predkladaném modelu v nékterych pfipadech vétsi, nez bychom predpokladali
vzhledem k pouZitému zesitovacimu cinidlu. Tento jev lze vysvétlit ¢astecnou flexibilitou
systému, ktera jiz byla naznadena ziskanymi parametry z Kratkyho vynosu (Obrazek 6.37 na
strané 73). JelikoZz se nabizi vice orientaci kinasové domény vuci proteinu 14-3-3 a nebyl
pozorovan vyrazny efekt protekce RP domény pri H/D vyméné, lze vyloucit mozZnost, Ze by
protein 14-3-3 stéricky branil tuto doménu a tim by byl preferovan signal CaMKK2/AMPK.

Na druhou stranu, ze SAXS méfeni vyplyva, ze ackoli kinasovd doména CaMKK2 m{ze byt
diky N- a C-flexibilnim segmentim vzddlena od proteinu 14-3-3, preferuje byt vjeho
bezprostiedni blizkosti. Toto tvrzeni také podporuji jak data zH/D vymény, tak vytvoreni
intermolekularnich spojenych peptidl pfi experimentu chemického zesiténi. Vazba proteinu
14-3-3 tak mGze pravdépodobné vyvoldavat mensi konformacni zmény v kinasové doméné.

Navzdory absenci struktury komplexu CaMKK2:14-3-3 o vysokém rozliSeni se v této praci
podafilo za vyuiZiti integracéniho pristupu ziskat model tohoto komplexu. Tento model byl
vytvoren kombinaci biofyzikdlnich metod a strukturnich metod s nizkym rozliSenim
nasledovanou ,,rigid-body“ modelovdanim. Pro zjiSténi detail(i interakce CaMKK2 a proteinu
14-3-3 a vyvozeni funkénich dlsledkl by bylo zapotfebi ziskat strukturu komplexu s vysokym
rozliSenim (napf. proteinovou krystalografii) a zaroven podpofit tvrzeni in vivo experimenty.

Protein CaMKK2 je dobré studovat, jelikoz by regulace tohoto proteinu mohla ovlivnit
pristup k I1éCeni obezity a cukrovky 2. typu. K tomu by mohlo napomoci také studium komplexu
CaMKK2:14-3-3, vnémi protein 14-3-3 sjistotou udrzuje CaMKK2 v inhibovaném stavu
v disledku protekce fosforylovaného serinu 495 pred defosforylaci. V dnesni dobé uZ jsou
studovdany inhibitory této kinasy, mezi které patfi i inhibitor STO-609, a dale jsou studovany
ligandy, které stabilizuji komplex CaMKK2:14-3-3, mezi které patfi Fusicocciny [54]. Dale by bylo
dobré studovat mechanismus preference prenosu signalu z CaMKK2 na CaMK nebo AMPK. Stéle

existuje prilis mnoho nezodpovézenych otazek tykajicich se CaMKK2, ale malo odpovédi.
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8.

Zaver

Byly pfipraveny lidské Ca%*/kalmodulin-dependentni proteinkinasy kinasy 2 (oblast 93-517),
obsahujici mutace T145A D330A S495A a mutaci D330A o dostatecné C(istoté a
v dostatecném miligramovém mnozstvi.

Pomoci Phos-tag SDS-PAGE a LC-MS analyzy byl optimalizovan fosforylaéni protokol pro
CaMKK2 D330A.

Bylo pfipraveno miligramové mnozstvi kalmodulinu a proteinu 14-3-3yAC (oblast 1-234)
s dostatecnou Cistotou.

Pomoci analytické ultracentrifugace byla stanovena zdanlivd disociacni konstanta mezi
fosforylovanou CaMKK2 D330A a proteinem 14-3-3yAC.

Proteiny a komplexy byly analyzovdny pomoci metod malouhlového rozptylu rentgenového
zateni spojeného s velikostné-vylucovaci chromatografii, chemického zesiténi a vodik-
deuteriové vymény.

Ziskana data byla pouZita pro vytvoreni ,rigid-body“ modelu komplexu CaMKK2:14-3-3
pomoci pocitacového modelovani.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze CaMKK2 fosforylovana na S100 a S511 a protein 14-3-3 vytvareji
kompaktni komplex, ve kterém jsou oba dva fosfomotivy CaMKK2 navazany do vazebnych
Zlabk( obou protomer( proteinu 14-3-3, pricemz kinasova doména CaMKK2 se nachazi
v tésné blizkosti povrchu proteinu 14-3-3. To naznaduje, Ze interakce s proteinem 14-3-3
muze nejen chranit CaMKK2 pred defosforylaci, ale také m(ze indukovat strukturni zmény
v katalytické doméné CaMKK2.
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10. Prilohy

Priloha 1 - Sekvence lidské proteinkinasy CaMKK2. Zelené jsou oznaceny mista fosforylované

cAMP-dependentni proteinkinasou A.
cacctctccggtcgcaagcectgtcectectgcaagageggtecccagggtgggetggcagecggt

93 H L S G R K L § L 0 E R S 9 G G L A A G 112
ggcagcctggacatgaacggacgctgcatctgeccgtccctgecctactcaccegtecage

113 G s L O M N G R C I C P S L P Y S P V S 132
tcceecgecagtectegecteggcetgeccecggeggecgacagtggagtctcaccacgtetee

133 S P 0 S §$ P R L P R R P @ V E S H H V S 152
atcacgggtatgcaggactgtgtgcagctgaatcagtataccctgaaggatgaaattgga

153 I T G M Q D C V Q L N Q Y T L K D E I G 172
aagggctcctatggtgtcgtcaagttggecctacaatgaaaatgacaatacctactatgea

1773 K 6 S ¥ G v v K L. A Y N E N D N T Y Y A 192
atgaaggtgctgtccaaaaagaagctgatccggcaggeccggectttccacgtecgeeccteca

93 M K v L. S K K K L I R Q A G F P R R P P 212
ccccgaggcacccggccagctcecctggaggectgcateccageccaggggeccccattgageag

23 P R G T R P A P G G C I Q© P R G P I E Q 232
gtgtaccaggaaattgccatcctcaagaagctggaccaccccaatgtggtgaagctggtyg

233 v. Y 0 E I A I L K K L D H P N V V K L V 25
gaggtcctggatgaccccaatgaggaccatctgtacatggtgttcgaactggtcaaccaa

233 E v L. b D P N E D H L Y M V F E L V N QO 272
gggcccgtgatggaagtgcccaccctcaaaccactctctgaagaccaggecccgtttcectac

23 6 P V M E V P T L K P L S E D Q A R F Y 29
ttccaggatctgatcaaaggcatcgagtacttacactaccagaagatcatccaccgtgac

299 F 0 D L I K G I E Y L H Y © K I I H R D 312
atcaaaccttccaacctcecctggtcggagaagatgggcacatcaagatcgctgactttggt

333 T K P S N L L Vv G E D G H I K I A D F G 332
gtgagcaatgaattcaagggcagtgacgcgctcctctccaacaccgtgggcacgcccgcec

333 Vv s N E F K G S DAL L S N T V G T P A 35
ttcatggcacccgagtcgctctctgagaccecgcaagatcttctctgggaaggecttggat

353 F M A P E S L S E T R K I F S G K A L D 1372
gtttgggccatgggtgtgacactatactgctttgtectttggccagtgecccattcatggac

323V W A M G V T L Y C F V F G Q C P F M D 392
gagcggatcatgtgtttacacagtaagatcaagagtcaggccctggaatttccagaccag

393 E R I M C¢C L H $ K I K S Q A L E F P D Q 412
cccgacatagctgaggacttgaaggacctgatcacccgtatgctggacaagaaccccgag

4273 p D I A E D L K D L I T R M L D K N P E 432
tcgaggatcgtggtgccggaaatcaagctgcacccctgggtcacgaggcatggggeggag

423 S R I v v P E I K L H P W V T R H G A E 452
ccgttgccgtcggaggatgagaactgcacgctggtcgaagtgactgaagaggaggtcgag

43 P L P S E D E N C T L VvV E V T E E E V E 472
aactcagtcaaacacattcccagcttggcaaccgtgatcctggtgaagaccatgatacgt

473 N S v K H I P S L A T VvV I L V K T M I R 492
aaacgctcctttgggaacccattcgagggcagccggcgggaggaacgctcactgtcageg

493 K R § ¥ G N P F E G S R R E E R S L § A 512
cctggaaacttgctc

513 P G N L L
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Filoha 2- Pokryti sekvence CaMKK2 D330A vytvorenymi peptidy pri stépeni NEP2 pro H/D
vyménu. Vytvoreno online v programu Draw Map [55].
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