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1.Uvod

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem vazby iontl kovl na 14-3-3
proteiny. Samotny nazev této proteinové rodiny je velice svérazny a neoznadéuje
ani zadnou Sifru ani jednoduchou pocetni dlohu.

| pfes dlouholety vyzkum 14-3-3 proteinl jesté stale nejsou plné objasnény
vSechny jejich funkce, vilastnosti ani mechanizmus vlivu na jejich vazebné
partnery. 14-3-3 proteiny interaguji a ovliviiuji funkci stovek dal$ich proteini, ¢imz
patfi mezi kliCové regulacni bilkoviny eukaryotickych bunék od kvasinek az po
Clovéka.

Vyznam této rodiny proteint je velice zasadni. S postupnym objevovanim
dalSich a dalSich ryst jsou tyto proteiny spojovany s chorobami, které stoji
v popfedi védeckého ,badani“, knimz patfi napfiklad rakovina, poruchy
metabolizmu, rlzné neurodegenerativni choroby, jako Alzheimerova a
Parkinsonova choroba nebo Creutzfeldtova-Jakobova nemoc. To stavi tyto
proteiny do ustfedniho zajmu mnoha laboratofi a firem, diky jejichz vyzkumu se

dostavame v poznavani této rodiny proteinti stale dal.



2.Teoreticka cast

2.1. Pro¢ 14-3-3 a pro¢ tak mnoho isoforem?

Za originalni nazev vdédi tato rodina proteini panu Moorovi a Perezovi,
ktefi jiz v roce 1967 pfi analyze proteinli mozkové tkané rtiznych druhl zivodichl
(krysa, kralik, skot) objevili skupinu malych (cca 30 kDa) kyselych proteind [1].
Ciselné oznadeni vyplyvd z piku na chromatogramu z DEAE-celulosy (viz
obrazek €.1) a z jejich migraéni pozice po nasledné analyze frakci pfi Skrobové
elektroforéze. Pfi tomto pokusu se objevila i dal$i oznaceni proteinl, jako

napriklad 15-4-1, 4-4-2. AvSak pro 14-3-3 proteiny se toto oznaceni stalo jejich
nazvem [2].
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Obr. &. 1 — Chromatogram DEAE-celulosy z r. 1965 [3].

Od této doby uplynulo jiz hodné €asu a tyto proteiny se dostaly do popiedi
védeckého zajmu. Po dalSim studovani se zjistilo, Ze se vyskytuji témér u vSech
eukaryotickych organizmu, zatimco u prokaryotickych organizmi o nich neni
zminka [4]. Dosud byly nalezeny u savcl, hmyzu, rostlin, kvasinek, ryb a
obojzivelnikl, a vzdy jsou pfitomny v nékolika isoformach [5]. Mnoho z jejich

vlastnosti jiz bylo odhaleno, ale stale je zde nezodpovézena otazka, pro¢ vdechny



vySe zminované organizmy exprimuji relativné vysoky pocet velmi podobnych
isoforem.

Lidskych isoforem bylo dosud identifikovano 7, jsou ozna¢ovany pismeny
recké abecedy B, v, ¢, o, 1, {, . Nejvice se vyskytuji v mozku, kde tvofi az 1%
vSech rozpustnych proteinti [7,11]. V rostlinné fisi je tento pocet proménlivé;si.
Nejlépe je pravdépodobné prostudovan vyskyt 14-3-3 u huseni¢ka rolniho,
Arabidopsis thaliana, ktery ma 15 genu pro 14-3-3 proteiny, zatim vSak bylo
exprimovano pouze 12 isoforem [6]. Tyto isoformy se oznaduji GF14 ¢, 1, Kk, A, y4, v,
o, n, P, X, ¥, w, kde pismena GF vychazeji z anglického terminu General Factor
[7]. Kvasinky jsou obdaieny pouze dvéma isoformami, které se oznaduji BMH1,
BMH2. Tyto isoformy se shoduji v 93% aminokyselinové sekvence [8].

Zajimavym faktem je velmi vysoka mira sekvenéni konzervovanosti vSech
isoforem, pfevazné v oblastech dllezitych pro tvorbu dimeru, stabilizaci terciarni
struktury a ve vazebném misté (viz kapitola 2.1.2), a to nejen mezi sebou v ramci
jednoho organizmu, ale i napfi¢ riznymi druhy. Mira sekvenéni shody je vidét na
obr. € 2.

Obr. €. 2 — Sekvencni srovnani lidskych isoforem 14-3-3 proteini [10)]. Stejné aminokyseliny jsou
na obrazku podbarveny tmave a ty, které tvofi a-helixy maji nad sebou pfislusny symbol.



Vysoky po&et exprimovanych isoforem (nejedna se o tzv. splicing varianty,
jsou to samostatné geny umisténé na riznych chromozomech) naznaduje, Ze
jednotlivé isoformy by mohly specificky interagovat pouze s ur&itymi ligandy. Tato
tzv. isoformova vazebna specifita je stale pfedmétem Zivé diskuze a pro fadu
vazebnych partnert jiz byla prokazana. Mechanizmus isoformové vazebné
specifity je vSak stale nejasny, protoze aminokyseliny, které se podileji na vazbé
ligandu, patii mezi nejvice konzervované [9].

2.1.2. Struktura 14-3-3 proteinu

Molekuly 14-3-3 proteinu, jejichz velikost je 28-33 kDa, tvofi homo-, nebo
hetero- dimery. Kazdy monomer se sklada z 9 antiparalelnich a-helixi oddélenych
kratkymi ohyby (loopy). Ctyfi N-terminalni a-helixy tvofi vazebné rozhrani dimeru s
centralnim otvorem, jak je patmé z obr. &. 3 [11,20].
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Obr. &. 3 — Krystalova struktura lidské isoformy 14-3-30 [12]. Tato isoforma tvofi homodimer.
Jednotlivé monomery maji vyznaéeny a-helixy a jsou oznageny &ervené a modfe.

Ruzné typy isoforem preferuji tvorbu homodimeru, jak je tomu v pfipadé
lidské isoformy 14-3-3c a y, a jiné zase heterodimerti (dimer dvou ruznych

isoforem), t&m davaji pfednost napf. lidska isoforma ¢, kvasinkové isoformy BMH1
a BMH2 [13,17].



Kazdy monomer obsahuje amfifilni Zlabek, ktery pfedstavuje vazebné misto
pro ligand. Zména ve struktufe po navazani ligandu je uvedena na obr. &. 4. V
dnesdni dobé je znamo jiz pfes 200 vazebnych partneru této rodiny [11,14]. Kazdy
dimer také maze interagovat se dvéma vazebnymi partnery sou¢asné [11].

Obr. &. 4 — Krystalova struktura 14-3-3 apo-p isoformy [15]. Naznadena struktura vazebného
Zlabku (Gerna &ara), ktery se mize individuainé ménit podle vazby ligandu.

NejvariabilngjSi &asti molekuly je bezpochyby C-terminaini konec, ktery
chybi ve v8ech krystalovych strukturach 14-3-3 proteini (diky vysoké flexibilité
neni pozorovatelny pomoci difrakce), a o jehoz funkci se hodné spekuluje. Jednou
z teorii je, Ze v nepfitomnosti ligandu se mize nachazet ve vazebném misté a tak
pusobit jako autoinhibitor [16]. Na obrazku €. 5 je porovnani krystalovych struktur
vybranych lidskych isoforem s navazanym ligandem.

Obr. & 5 — Porovnani krystalovych struktur lidskych isoforem 14-3-38 a 14-3-3{ s navdzanymi
peptidy [17). Zelené je vyznatena isoforma 14-3-3(, fialové isoforma 14-3-38 a Zluté pak navazany
peptid.
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Objevil se i nazor, ze C-terminalni konec by mohl ¢asteéné formovat desaty
ao-helix, pfevazné s kyselym profilem, coz bylo ovéfeno teoretickou predikci i
pomoci CD-spektroskopie [18].

Urgité isoformy se také vyskytuji ve fosforylované podobé. Jedna se
konkrétné o posttranslaéni in vivo modifikaci isoforem 14-3-38 a £. Mistem
fosforylace je Ser'®® a zodpovédna je za to JNK kinasa, ktera reaguje na motiv
Ser-Pro-X-Lys. Pomér fosforylované formy k nefosforylované je v mozku 1:1 a na

dimer molekuly 14-3-3 proteinu se vyskytuje jedna molekula fosfatu [19].

2.1.3. Funkce 14-3-3 proteini

Diky vysokému poc¢tu vazebnych partnerll 14-3-3 proteiny ovliviiuji témeér
vSechny procesy a déje v bunce. Kontroluji bunéény cyklus, rast, diferenciaci,
transkripci, apoptézu a jsou nedilnou sougasti signalnich drah [14]. Neni tedy divu,

Ze se v bunce vyskytuji snad na v8ech mistech (viz obr. &. 6) [25].

etab.enzym regulace

prenos proteind

prenos proteind

qulace transkrip faktord
| zménou lokalizace

regulace biosynt. Skrob

metab.enzym.regulace

metabol . enzym regulace

P HH-ATPase regulace

Obr. €. 6 - Lokalizace 14-3-3 proteini v burice [25].
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Prvni zminky o vyznamu této rodiny sahaji do r. 1988, kdy byla zjisténa
vazba na tryptofan a tyrosinhydroxylasu [21]. Od této doby bylo jiz publikovano
pfes 200 vazebnych partneri 14-3-3 proteini. Vétsina ligandi obsahuje specificky
vazebny motiv: Arg(Ser/X)XpSerXPro nebo ArgXXXpSerXPro, kde X znadi
libovolnou aminokyselinu a pSer fosforylovany serin [22]. KaZzdy dimer 14-3-3
proteinu je tedy schopny vazat dva peptidy s timto motivem, jak je tomu na obr. ¢.
5 (strana &. 5), nebo jeden ligand, ktery obsahuje dva tyto motivy, jako na obr. &. 7
[23]. Pokud dany ligand obsahuje dva vySe zmifované vazebné motivy, jeho
afinita ke 14-3-3 proteinu se zvySi az 30 krat [24). Jsou vSak znamy i
nefosforylované ligandy, jako napfiklad exoenzym S nebo nefosforylované
syntetické rekombinantni peptidy, jako napfikiad peptid R18 [1,20].

Obr. & 7 — Krystalova struktura komplexu 14-3-34:pAANAT1-201 [11]. Homodimer 14-3-3( je
vyznacden zelen&, pAANAT1-201 hnédé. Fosforylovany Thr* je zbarven Zuté.

Mechanizmus, kterym 14-3-3 proteiny ovliviiuji funkci svych vazebnych
partneru, je nékolikery. Mohou ovlivilovat schopnost protein-proteinové interakce
vazebného partnera, jak je tomu v pfipadé vazby 14-3-3 na protein BAD [20].
DalS§im druhem regulace je ovlivnéni bunééné lokalizace vazebného partnera, tzn.
zadrzeni proteinu v bun&&ném jadie nebo v cytoplazmé. Pfikladem je vazba 14-3-
3 proteinu na lidskou telomerasu TERT [1], nebo naopak fosforylaci indukované
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zadrzeni FOXO transkripénich faktorl v cytoplazmé [26). Priklady proteind, jejichz
bunééna lokalizace je regulovana prostrednictvim vazby 14-3-3 proteinu jsou
shrnuty na obrazku €. 8.

Obr. &. 8 — Lokalizace a vazebni partnefi 14-3-3 proteinu [1].

14-3-3 proteiny jsou vyznamnymi regulaénimi elementy celé fady
bunéénych procestl. Proto samy podiéhaji velmi komplexni regulaci. Pro funkci
14-3-3 proteinu je kli€ova jejich dimerni struktura, jelikoz pouze dimery 14-3-3
proteind jsou schopny regulovat funkce fady vazebnych partner(. Proto jednim ze
zpUsobl regulace je naruseni tvorby dimerl prostiednictvim fosforylace
serinového zbytku, ktery se nachazi na rozhrani monomert [63]. Isoformy 14-3-3
protein(i obsahuiji jesté dalsi dvé fosforylaéni mista (napf. Ser'® a Thr?* v lidské
isoformé () [28]. Oba tyto zbytky se nachazeji v tésné blizkosti vazebného mista a

jejich fosforylace ovliviiuje vazebné schopnosti 14-3-3 protein(.
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2.2.1. Vyznam iontu kovu

Biogenni ionty kovl tvofi nedilnou soucast kazdého organizmu. Mezi
nejvyznamnéjsi zastupce patfi napfiklad Ca®*, Mg*, Zn?*, Cu®*, K*, Na*. Mnohé z
nich se vyskytuji v organizmech volné, kde se G€astni riznych signalnich procest
(pfenos nervového vzruchu), dale mohou svou kli€ovou pritomnosti v proteinové
struktufe napomahat ur€itym reakcim (cytochrom-c-oxidasa) nebo pouze
zvySenim své koncentrace nastartuji celou kaskadu reakci (proteosyntéza).

Jejich funkce v organizmu jsou opravdu riznorodé. Mnohé z nich jsou jiz
detailné prozkoumany, zatimco jiné nam zatim zUstavaji skryté. Podrobny vycet
jejich funkci neni pfedmétem této prace, tudiz mi dovolte pfejit rovnou k jejich
vztahu s 14-3-3 proteiny. Toto spojeni jes§té neni UpIné jasné, a tak se nejprve

zamérim na to, jak tato myslenka vznikla, a co pfivedlo védce na tuto spojitost.

2.2.2. Interakce iontli kovu s proteiny

lonty kovii mohou s proteiny interagovat nékolika zpUsoby. Tato prace se
zabyva koordinaci iontll s proteinovym fetézcem, jehoz terciarni struktura je
usporadana do motivu tzv. EF-ruky (EF-hand), ktera je pro vazbu iontu kliGova.
Tento motiv se da popsat typem sekundarni struktury jako helix-ohyb-helix a
pripodobfiuje se k postaveni ukazovaku a palce, z néhoz vychazi i anglicky vyraz:
EF-hand.

Koordinaci iontu s timto uspofadanim proteinového fetézce si miuzeme
predstavit podle obrazku €. 9 na nasledujici strané [30]). NejznaméjSim piikladem
proteinu, ktery obsahuje tento vazebny motiv je dozajista calmodulin, jehoz

spojitost s ionty vapniku je znama jiz dlouho [31].
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Obr. &. 9 — PC model vazby Ca** a GF14w [29). OranZové je znazomén proteinovy fetézec a
&ervené koordinovany ion vapniku.

Pfesné sloZeni tohoto motivu tak dlouho znamé neni, ale dnes je jiz
podrobné prozkouman hlavné diky krystalografii. Vapenaté kationty preferuji
koordinaci do pentagonalni bipyramidy [32]. V ohybu kanonického EF-hand motivu
je standardné Ca®* koordinovan sedmi ligandy. Pét téchto ligandi pochazi z deviti
postrannich fetézct aminokyselin v ohybu a dva zbyvajici z karboxylovych skupin

aminokyselin z a-helixti, jak naznaéuje obr. ¢&. 10.

Asp
AP S
A 4 4\-)‘{‘0 10l

TNt N
Nsp(3 Lo ;~'_(7 backbene C=0
e (S,

Obr. &. 10 (A) Schematicky diagram koordinace Ca®*. Modfe jsou vyznagené proteinové ligandy,
zelené Gly, ktery zaijistuje flexibilitu ohybu a tmavé modie potom molekula vody.

(B) Koordinace Ca’* do pentagonéalni bipyramidy v kanonickém motivu EF-hand calmodulinu. NH
v patefi fetézce jsou oznaceny ¢emé a atomy kysliku v postrannich fetézcich ervené [32].
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Jak je ziejmé z obr. ¢. 10B (str. &. 10), tfi ze ¢tyf koordinaénich ligand( jsou
karboxylové skupiny z postrannich negativné nabitych aminokyselin a &tvrta je
z hlavniho fetézce ohybu v motivu EF-hand. V tabulce €. 1 jsou pak shrnuty
dllezité pozice a typy aminokyselin, které se v tomto uspofadani mohou nachazet.
Chelatujici aminokyseliny z ohybu mizeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina
tvofi planarni pozici a druha terciarni geometrii, pfedepsanou osami, aby tvofily
pentagonalni bipyramidu: 1(+X), 3(+Y), 5(+Z), 7(-Y), 9(-X), 12(-Z). Cela tato
oblast je jesté stabilizovana celou siti vodikovych vazeb dulezitych pro celkové
usporadani a stabilitu [33].

Dllezitou pozici v celkovém usporadani ma konzervovany glycin, ktery
zaujima Sestou pozici v ohybu, a na obr €. 10 A (str. & 10) je vyznacen svétle
zelené. Diky nému se celé usporadani mize pootocit az o 90° a tim umozni

zbyvajicim vazebnym ligandiim dostat Ca2* do spravné koordinaéni pozice [34,35).

pozice v EF-loopu| 1 3 3 4 5 § 7 ] 9 10 1l 12
koordinacni ligand X Y / Y X <
® ® ® L x* ©
nejéastéjSiAMK { Asp | Lys | Asp | Gly | A | Gly | Tie | Tio | Asp | Phe | Glu | Ghu
WS § 2% 1 A% | S | % | Of% | 0% | 6% | X% | DW | W | 9%
dal$i mozné AMK Ala | Am | Lys | Ser Phe | Val | S | Tyr | Ap | Awp
Gin Ag | Am Ip [Lou | T | A | Ips
The Asa Gin Gu | The | Als
Val Tw Am | Low | Pro
Oe Glu Gy | Gu | Am
Sa Arg Gn | Lys
Glu
Ag

Tab. €. 1 — Aminokyselinov4 sekvence EF-ohybu [32]. Procenta ozna&uji Eetnost vyskytu v tomto
motivu, znacka sc oznacuje koordinaci s postrannim fetézcem aminokyseliny a bb s hlavni patefi
fetezce, * uréuje ligandy poskytujici koordinaci s molekulou vody, zkratka AMK = aminokyselina.

Vys$e popsany motiv se mize do urcité miry ménit. Potom se nejedna o
kanonicky typ, ale tzv. pseudo motiv EF-hand. Jednim z pfikladd mize byt
zaména glutamatu za aspartat ve dvanacté pozici, ¢imz se zmenSi vzdalenost
mezi aminokyselinou a chelatovanym iontem vapniku. Tento motiv EF-hand je
tedy kompaktnéj$i a mensi nez standardni kanonicky typ a to ma za nasledek

uréitou specifitu pro koordinaci iontd horéiku [32,36].
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2.2.3. Vazba ionti kovu na 14-3-3 proteiny

lonty kovii jako jsou Ca®*, Mg?*, Mn?* (tzv. dvojmocné kationty) se mohou
vazat na 14-3-3 proteiny podobné jako v pfipadé calmodulinu, jak je popsano
vy$e. Obsahuiji totiz podobny vazebny motiv EF-hand. Jedna se konkrétné o ohyb
8, ktery se nachazi mezi osmym a devatym a-helixem [29]. Na obr. &. 11 je tato
oblast vyznaéena.

Obr. &. 11 — Struktura 14-3-3 proteini s vyznadenymi misty pro vazbu dvojmocnych kationtd, ktera
se nachazi v oblasti mezi 8. a 9. a-helixem [25]. Hné&dé kruhy znazoriuji misto pro vazbu ligandu.

Schopnost 14-3-3 proteinu vazat ionty kovu byla zatim prokazana pouze u
rostlinnych isoforem, hlavné u isoformy z Arabidopsis thaliana GF14w, kdy bylo
upozoméno na podobnost ohybu 8 s motivem EF-hand, jak ukazuje obr. &. 12
[29]).

14-3-3 @ QAFDEAIAELDTLGEESYKDSTLIMAQLL

Calmodulin III IREAFRVFOKDGNGY I SAAE L RHVMTNL
X v z x-v =z

TurmaLoop ST

Obr. &. 12 — Srovnani aminokys. sekvence motivu EF-hand v calmodulinu a 14-3-3 GF14w [29].
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Vazbou dvojmocnych kationtll na 14-3-3 proteiny dochazi pravdépodobné
ke konformacni zmeéné, ktera zplUsobuje zvySeni povrchové hydrofobicity. K
podobnému efektu dochazi i v pripadé snizeni pH z7,5 na 6,5, kdy dochazi
k ¢astecné protonaci kyselych aminokyselin v EF-ohybu (ohyb 8). Tento jev byl
zaznamenan v pripadé, kdy vazbou kationti na 14-3-3 proteiny doslo k deaktivaci
komplexu 14-3-3 s enzymem fosfonitratreduktasou (pNR:14-3-3) [37].

Redukce nitratu na nitrit, kterou zabezpeduje enzym nitratreduktasa, je
dllezity krok asimilace dusiku u rostlin. Nitrit je pak dale nitritreduktasou
redukovan na amoniak. Prevenci proti akumulaci toxického nitritu je fosforylace
nitratreduktasy, coz ma za nasledek vazbu 14-3-3 proteinu a naslednou inhibici
aktivity nitratreduktasy. Tento druh regulace byl pozorovan napi. u isoforem
izolovanych z jeémene. Pii pH 7,5 vyZzaduje vazba 14-3-3 proteinu na
nitratreduktasu in vitro pfitomnost ur€itych polyaminti nebo milimolarni koncentraci
dvojmocnych kationtti Ca2*, Mg?* [38,41].

Spekuluje se, Ze interakce dvojmocnych kationtt s ohybem 8 mize
ovlivitovat konformaci 14-3-3 proteinu, diky niZ se vazebny Ziabek stava
pfistupné&j§i pro vazebné ligandy. Pfitomnost dvojmocnych kationtl tedy
pravdépodobné stimuluje vazbu 14-3-3 proteinu na nitratreduktasu [38]). Kromé
dvojmocnych kationtl i polyaminy mohou ovlivitiovat vazebné vilastnosti 14-3-3
proteinti. Byl studovan vliv polyamini spermin, spermidin a kadaverin, pficemz
zejména spermin velmi G&inné stimuloval interakci mezi 14-3-3 proteinem a
nitratreduktasou. Dulezita je v tomto pfipadé pfitomnost alespori jedné sekundarni
aminové skupiny v molekule polyaminu [39].

Jak jiz bylo vy$e uvedeno vcentralni pozici EF-ohybu je v pfipade
calmodulinu obsazen glycin. Stejné tak je tomu i u nékolika isoforem Arabidopsis
thaliana, napf. 14-3-3w, ¢, v, v, ¥, %, &, A. Glycin jakoZto atypicka aminokyselina
zde svoji flexibilitou mize zajistovat zménu ve struktufe C-konce a soudasné i
zvySeni flexibility samotného EF-ohybu. Zajimavé bezesporu takeé je, se se glycin
v této pozici vyskytuje pouze u rostlin a to jenom v nékterych isoformach, a
naopak nikdy nebyl zji§tén u isoforem ostatnich organizml jako u ¢lovéka,
kvasinky, potkana ani u zastupcu z fiSe hub a tfidy ryb [40].

Dalsi studie na toto téma se zameéfily na vazbu nékolika typl isoforem

Arabidopsis thaliana zruznych fylogenetickych vétvi a syntetickych peptida.
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Sekvence peptidu byly odvozeny od Arabidopsis nitratreduktasy (NR) a protonové
pumpy (AHA2) z plazmatické membrany. Fosforylace AHA2 a nasledna interakce
se 14-3-3 proteiny probiha optimalné v pfitomnosti Mg®* [42). Vysledky potvrzuii,
Zze kazda isoforma vykazovala zvySenou vazbu s AHA2 se zvySujici se
koncentraci Ca** i Mg?*. Zmény v koncentracich dvojmocnych kationtd maji tedy
vliv na Kp (disociaéni konstanta) komplext 14-3-3 proteinu s vazebnymi partnery.
Zaroven je zde navrhovano i zduvodnéni jemnych rozdili mezi jednotlivymi
isoformami, které souvisi s vy3e uvedenou teorii uspofadani variabilniho C —
konce do desatého a-helixu [43].

Dosavadni informace, které o tomto problému pojednavaji, se vSechny
soustifeduji na rostlinné isoformy. Vyjimkou je krystalova struktura lidské isoformy
14-3-30, ktera obsahuje jeden kation vapniku. Tento kation se nachazi na konci
étvrtého a-helixu, coz by naznacovalo, Ze tato viastnost 14-3-3 proteint se netyka
pouze rostlinné fiSe a Ze by mohlo byt vice mist, kam by se dvojmocné kationty
eventuelné mohly vazat [44]. Je v§ak nutno podotknout, Ze sigma isoforma se ve
vSech parametrech velmi liSi od ostatnich Isidorem, a proto ji nelze brat jako
modelovy pfiklad. Podle této krystalové struktury jsem vyrobila obr. & 13 (s
pouzitim programu PyMOL).

Obr. &. 13 — Isoforma 14-3-30 s navazanym fosfopeptidem Cdc25C a iontem Ca”". Kation vapniku
je zde oznaten Eervené a fosfopeptid Cdc25C Zluté.
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Koncentrace Ca?* vbufkach se pohybuje vrozmezi 0,1-10 pM.
Hospodareni s ionty kovll zajistuje systém endoplazmatického a sarkoplazma-
tického retikula [32].

Z vy$e uvedenych poznatki se tedy nabizi otazka, zda koncentrace Ca* a
Mg2+ a jejich promeénliva hladina v riznych organelach ma néjaky vliv na funkci
14-3-3 proteinl. Nékteré poznatky jiz k tomuto tématu mame, ale na kompletni

odpovéd na tuto otazku si budeme jesté muset ziejmé pockat.

2.3.1. Lanthanoidova luminiscenc¢ni spektroskopie

Jiz vroce 1942 objevil Weissman zvlastni vlastnost komplexu s ionty
europia a to schopnost absorpce ultrafialového svétla a nasledné vyzaieni svétla
ve viditelné oblasti. Postupem c&asu se zjistilo, Ze celkem patnact prvkd od
lanthanu az po lutecium maji tuto vyjimeCnou viastnost. Tyto prvky maji
elektronovou konfiguraci : 4>'° 5d%'° s'2 a valenéni elektrony pochazeji z orbitalu
4f, jsou tedy blize k jadru a navic jesté stinéné ostatnimi elektrony.

Vodné roztoky téchto prvk( vykazuji velmi slabou fosforescenci, tézko
detekovatelnou pro bézZny spektrofluorimetr. Pouze jejich ionty, které jsou
chelatovany ligandy, jsou schopné absorpce ultrafialového svétla, nasledné
excitace a velice silné fosforescence. Detailni pribéh je zachycen na obr. ¢. 14
(na nasledujici stran&). Chelatovany ligand (Eu®, Tb*, Sm*) - konkrétné
neparové elektrony z 4f orbitalu jsou excitovany v pfipadé Tb3* do excitadniho
stavu °D, ultrafialovym zatenim a nasledné pomoci mezisystémového piechodu
(tzv. intersystem crossing) prechazi do kvantového stavu 'Fs a pak do stavu

zakladniho, pfi némz dochazi k emisi fosforescence [45,46].
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Obr. &. 14 - Znazornéni fosforescence u lanthant na Jablonského diagramu [50].

Mezi nejvétsi vyhody tohoto procesu patii dlouha doba Zivota. Zatimco u
organickych fluorescentnich sond je doba Zivota fadové v nanosekundach, u
lanthanidi se pohybujeme v mikrosekundach. Dalsi vyhodou je velice ostry
emisni pik v rozmezi 10 — 20 nm a bezesporu také velky stokesliv posuv (Casto
pfes 250 nm), diky kterému nedochazi k samozhaseni, jez se také obgas
vyskytuje u organickych fluorescentnich sond (fluorescein, rhodamin). Jsou tedy
velice vhodné pro aplikaci v biochemii jako takové, jiz diky jednoduchému pouziti,
velice Siroké aplikaci, vysoké citlivosti, jednoduché detekci a v neposledni Ffadé
bez piitomnosti radioaktivity [45].

2.3.2. Tb* — isomorfni luminiscenéni analog Ca**, Mg**

Jako nejlepsi zastupce z prvki s vySe uvedenymi vlastnostmi byly pro
detekci vazebnych mist vapniku a hoféiku vybrany ionty Tb%*. Davody byly
nasledujici. VSechny tyto prvky (Ca, Mg, Tb) se vyskytuji v koordinaénich gislech 6

a 8. Diky lanthanoidové kontrakci maji ionty terbia i podobny iontovy polomér a
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dal$im spoleénym rysem je preference kyslikového atomu jako donorové skupiny.
Vsechny tyto informace jsou shrnuty v tab. &. 2. Kyslikovy atom at’ uz nabity nebo
bez naboje je vhodné;jSi nez atom dusiku. V neposledni fadé je to vysoka emisni
intenzita po vazbé terbia na proteinovy fetézec ve vodnych roztocich, diky niz je

potfebna koncentrace Tb>* v roztoku pouze 10° M [47].

Protonovél  1on Polomér iontu pfi
koordina&nim &isle/A
¢Cislo 6 8

47 La> 1,06 1,18
60 Nd** 1,00 1,12
20 Ca® 1,00 1,12
65 T 0,92 1,04
71 L® 0,85 0,97
12 Mg®* 0,72 0,89

Tab. &. 2 — Viastnosti prvkii [47]. lontovy polomér je uveden pro koordinaéni &isla 6 a 8.

2.3.3. Forstertiv rezonanéni prenos energie

Fluorescenéni (Forstertiv) rezonanéni pienos energie (FRET) je znam jiz
pies padesat let a ma Sirokospektré uplatnéni. Nutnosti, aby tento jev mohl nastat,
je pfitomnost donoru (fluoroforu), jehoz excitaci do vyssiho energetického stavu
dojde k pfenosu energie na akceptor diky dlouhému rozsahu dip6l-dipélové
interakce. Akceptor musi byt schopen pfijmout energii o vinové délce emise

donoru, jak naznaduje schéma na obr. &. 15 na nasledujici strané [48].
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Obr. &. 15 — Schéma Forsterova rezonancéniho prenosu [48]. Zkratkami Abs je zde rozuména
absorpce a Em je oznatena emise, Sipka znazoriiuje pfekryv emise donoru a absorpce akceptoru,
diky kterému muze k rezonanénimu pifenosu dochazet, r je vzdalenost donoru a akceptoru

Dullezita je také vzajemna vzdalenost donoru a akceptoru, na kterou je
pfenos energie mozny. Tato vzdalenost se pohybuje kolem 10-100A a zaleZi na
molekule donoru a akceptoru. S touto vzdalenosti souvisi i dalSi veli¢ina, a to
kriticky Forstertv polomér (Ro). Ro je vzdalenost mezi donorem a akceptorem, pfi
které dochazi k 50 % uginnosti pfenosu energie. Uginnost pfenosu energie se
vypocita podle vzorce, ktery je uveden na obr.&. 16, stejné tak je tam uveden i

vypocet pro vzdalenosti mezi donorem (D) a akceptorem (A) [48].

0=1-(5,/7,) r=R,-§1/p-1

Obr. €. 16 — Vzorce pro vypocet acinnosti pfenosu a vzdalenosti mezi D a A [57]. Tpa 0znacduje

dobu zivota donoru v pfitomnosti akceptoru a tp dobu Zivota donoru.
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Z uvedeného vzorce vyplyva, ze vzdalenost (r) donoru a akceptoru klesa
s Sestou mocninou. K uéinnému pfenosu energie mezi donorem a akceptorem

dochazi ve vzdalenosti 0,5 — 1,5 nasobku Ry, jak je patrné z grafu na obr. &. 17
[50].

U DO S M. WD rﬁvpolomér

76b b Y

_50%
A .. ucinnost
 -prenosu

ucinnost pirenosu / %
3

vzdalenost (r ) /[nm]

Obr. & . 17 — Uéinnost Férsterova pfenosu energie [49).

2.3.4. Vyuziti lanthanoidové luminiscenéni spektroskopie
ke zjiSténi vazebnych mist dvojmocnych kationtl na
14-3-3 proteinech

Jak jsem jiz vySe uvedla, vhodnym reprezentantem iontli vapniku a hof&iku
jsou ionty terbia (Tb*"). Pokud se tedy tyto ionty na protein vaZou (nap¥. do motivu
EF-hand), kov je chelatovan postrannimi fetézci aminokyselin a tudiz maze dojit
k excitaci neparovych elektroni z 4f orbitalu. Po jejich vraceni do zakladniho
stavu pak mizeme detekovat fosforescenéni zafeni [47]. Tato metoda se jiz
osvédcila v mnoha pfikladech charakterizace DNA, RNA [54], stejné tak i proteint,
napfiklad u calmodulinu [61], oncomodulinu [52], fibrinogenu [53], ale i samotnych
14-3-3 protein(, jejich rostlinnych isoforem [38,41].
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Pro zjisténi lokalizace vazby dvojmocnych kationtd se pouziva metody
FRET. Vyuzivaji se k tomu aromatické kyseliny, které jsou znazornény na obr. &.
18.

"1"‘?“000" H,N—E—COOH

coou CH; Hy
H

femylalanin tryptofan tyrosin
{Phe) (Trp) (Tyr)

Obr. &. 18 — Aromatické aminokyseliny [48].

Aromatické aminokyseliny jsou pfirozenymi fluorofory a jejich obrovskou
vyhodou je jejich endogenni piitomnost v proteinech popi. jejich zaneseni pomoci
cilené mutageneze. Jejich silné absorpce svétla o vinové délce (A) kolem 280 nm
a nasledné emise svétla o A = 320 — 360 nm se v tomto pfipadé vyuziva pro

excitaci iont( terbia [48]. Emisni spektra ionth terbia a tryptofanu jsou znazornéna

naobr. ¢. 19.
-
¢ Trp
@ ¢ S
B E
£ £
i
\
‘,4/ \\AW
M W0 AW MB MO IO 409 4N O mmmmmmsﬁo
vinova délkaimm vinova délka/nm

Obr. &. 19 — Emisni spektrum tryptofanu (vievo) a iont( terbia (vpravo) [55,56). Excitace Trp byla
295 nm a excitace Tb* 330 nm.
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Pomoci tohoto dimysiného mechanismu - excitaci aromatickych
aminokyselin svétlem o vinové déice 285 nm dojde pomoci metody FRET
k pfenosu energie na ionty Tb*, které jsou chelatovany proteinovym fetézcem a
v dostateéné vzdalenosti k aromatickym kyselinam. Tb*" zachyti emitované svétio
o A = 350 nm a excituji se voiné elektrony v 4f orbitalech. Jejich naslednou
relaxaci do zakladniho stavu se emituje zafeni o A = 545 nm, které muzeme
detekovat na fluorimetru [47]. Systém je naznaéen na obr. & 20. Ona dostate¢na
vzdalenost je charakterizovana veli¢inou Ry, ktera se pro tento konkrétni pfipad
pohybuje kolem 3,8 - 4,2 A. Kpfenosu energie zdonoru (vtomto pfipadé
aromatické aminokyseliny) na akceptor (chelatované ionty Tb*) dojde na
vzdalenost kolem 6 A [57].

S S
s) — CS,

1

Obr. &. 20 — Schéma metody FRET mezi donorem (D = arom.aminokys.) a akceptorem (A = Tb”).
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3.Cile prace

1. Exprese a purifikace vybranych isoforem 14-3-3 proteint:
- isoforma 14-3-3A z je€mene (Hordeum vulgare)
- isoforma 14-3-3( z &lovéka (Homo sapiens sapiens)

- isoforma BMH2 z kvasinky (Saccharomyces cerevisiae)

2. Vypracovani metody umoziujici studium vazby dvojmocnych kationtli pomoci

lanthanoidové (Tb*") luminiscenéni spektroskopie.

3. Ovéfeni vazby iontdl Ca®*, Mg®*, Mn?* u rostlinné isoformy 14-3-3A z jemene.
4. Testovani vazby iontl Ca%*, Mg, Mn?* u lidské isoformy 14-3-3¢, jako zastupci
zivocisné fiSe, a na druhé strané u kvasinkové isoformy BMH2, zastupci

z nejjednodussiho eukaryotického organizmu, kde se 14-3-3 proteiny vyskytuji.

5. Pomoci méfeni s fluorescencéni sondou bis-ANS indikovat moznou konformacéni

zmeénu, ke které dochazi vazbou dvojmocnych kationti na 14-3-3 proteiny.
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4.Prakticka cast

4.1. Material a pristroje

4.1.1. Pouzité chemikalie

akrylamid ... e, Sigma, USA
AMPICHIIN L. e Sigma, USA
bacto yeast extract (kvasni¢ny extrakt) ..................... Carl Roth GmbH, Némecko
bis-ANS (4,4 -bis (1-anilinonaftalen-8-sulfonat)) ....................... Fluka, Svycarsko
CaCly e, Lachema a.s., Neratovice
Coomassiemodi R250 .............coeviiiiiiiiiiiiiie e Lachema a.s., Neratovice
DTT (dithiotreitol) ...........c.ccovviiiiii e, Carl Roth GmbH, Némecko
EDTA e Duchefa biochemie, Holandsko
ethanol ... e Lachema a.s., Neratovice
GIYCEIOL ... Lachema a.s., Neratovice
IMIAAZON ... e, Carl Roth GmbH, Némecko
isopropylalkohol ..., Sigma, USA
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) ............... Carl Roth GmbH, Némecko
kyselina chlorovodikova ..., Lachema a.s., Neratovice
kyselinaoctova ... Lachema a.s., Neratovice
2-sulfanylethanol ... Carl Roth GmbH, Némecko
Y SOZYM L.t e Serva, USA
MGCla e, Lachema a.s., Neratovice
methanol ... Lachema a.s., Neratovice
MGl .o Lachema a.s., Neratovice
NaC .o Penta, Chrudim
n-dodecylsulfat sodny (SDS) ..o Sigma, USA
NiSO4.7H20 ..o e Lachema a.s., Neratovice
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peroxodisiran amonNY ...t Sigma, USA

TG e Aldrich, USA
temed (N, N, N‘, N’ — tetramethylethylendiamin) ......... Carl Roth GmbH, Némecko
trOMDIN L. e Sigma, USA
Tris (tris (hydroxymethyl) aminoethan) ...................... Carl Roth GmbH, Némecko

4.1.2. Laboratorni pfistroje

Centrifuga — Biofuge 28 RS, rotor &. 3746, Heraeus Sepatech, Némecko
Centrifuga — Sorval RC - 5B, rotor GSA

Centrifuga — Eppendorf 5804R, Némecko

Elektroforéza pro SDS — Biorad, Italie

Fluorimetr — PC1, ISS, USA

Chromatografie — FPLC — AKTA, Amersham Biosciences, Svédsko
Laboratorni vahy — HF — 200g, AND

Ohtiva¢ vzorkl pro SDS elektroforézu - Eta 2107

Peristalticka pumpa — Ismatec, Svycarsko

pH metr — Jen Way 3505, Felsted, Velka Britanie

Sonikator — Ultrasonic procesor, Cole Parmer, USA

Sonikator — Misonix sonicator 3000, Cole Parmer, USA

Trepacka — Orbita Icubator, Gallenkap, Velka Britanie

Trepaéka - Infors HT Multitron, Infors, Svycarsko

UV-VIS absopéni spektrofotometr — Agilent 8453, Agilent, USA
Vortex — Zx3, Velp Scientifica, Italie

Zdroj pro SDS elfo — Consort E143, Belgie

t JEE JEE JEE N JEE JEE JEE JEE JEE JEE N JEE JEE NS NS N

4.1.3. Ostatni pouzité materialy

* bakterialni bunky — Escherichia coli BL21 (DE3), Stratagene, USA
* dialyzaéni stfevo (Mw cut off 8000) — Spektrum Laboratoriem Inc.
* koncentratory — Centricon Millipore, USA
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filtry 0,45 um — New England Biolabs, USA

filtry — Rotilabo 0,45 um, Carl Roth GmbH, Némecko

injekéni strikacky pro filtraci vzork — Chirana T. Injecta a.s., SR
kolona — Q Sepharosa, Amersham Bioscieces, Svédsko

kolona — Superdex 75, Amersham Biosciences, Svédsko
kfemenné kyvety — Agilent, USA

laboratorni sklo — Simax, CR

napli do kolony — chelatujici sepharosa, Amersham Biosciences, Svédsko
pipety — Eppendorf, Némecko

plazmid — pET-15b, Novagen, Némecko

plazmid - pRSETC, Invitrogen, USA

proteinovy standard molekulovych vah - Bio — Rad, USA
rukavice — Beromed GmbH Hospital Products

¥* ¥ F H A W H H H I H I * *

Spi¢ky pro pipety — INSET, Praha

Mlu l1218)

Bl 1200)
i?stE l¢1307)
AMWN l(4236) ! Apa l(1427)
BssH lig1627)
/~Hpa i1722)

BsplL.U11 1(3320)

Sap karoe)
Bst1107 kasety PshA l(z081)
Acc i(3500)

Obr. &. 21 - Plazmid pET-15b [58). Schéma vektoru pET-15b, ktery obsahuje na N-konci
histidinovou kotvu, $t&pné misto pro thrombin a tfi klonovaci mista.
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4.2. Metody

4.2.1. Exprese 14-3-3 proteinu

K tomuto typu exprese jsem pouzila kmen bunék E. coli BL21 (DE3), které

v sobé jiz obsahovaly vektor pET-15b. Tento vektor ve svém genomu obsahuje

gen pro 14-3-3 protein, rezistenci na ampicilin a soucasné gen pro T7 RNA

polymerasu, jenz je pod kontrolou promotoru pjac. Piidavek induktoru - 0,2 M IPTG

(isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid) uvoliiuje lac - represor z lac — operatoru a

zaroven z T7 promotoru. Timto uvolnénim dochazi k tvorbé T7 RNA polymerasy,

ktera nasledné zajisti transkripci genu pro 14-3-3 protein. Tento systém je

znazornén na obr. ¢. 22.

7

indukce IPTG indukce IPTG )
T? ANA

ﬂ%j gen pro 1433
. I msco ‘
T7 prosncher /

ﬂlﬂ.ﬁrdr'-m

genom £ Cofi

Obr. €. 22— Princip exprese proteint v burikach E. coli [59].

V piipadé exprese 14-3-3, WT (z anglického ,wild type" divoky typ) a

kvasinkové isoformy BMH2 jsem méla k dispozici glycerolovy koncentrat vyse

zminénych bunék s pfislusnym vektorem. V pfipadé jeémenné isoformy 14-3-3A

se jednalo o stejny typ bunék, ale vektor v nich byl pPRSETC.

31 .



K velké produkci jsem si pfes noc nechala narlst buriky v 5 ml sterilniho LB
média s finalni koncentraci ampicilinu 100 pg/ml. Takto byly buriky ponechany
v tfepacéce pfi teploté 37 °C a pfi 220 rpm. Nasledujici den jsem zaolkovala
bunéénou suspenzi sterilni LB médium (1 1), koncentrace ampicilinu byla opét 100
ug/ml. Podminky pro narist zUstaly stejné. NarGst byl sledovan pomoci absorpce
o vinové délce 600 nm. Jako referenéni vzorek slouZilo €isté sterilni LB médium.
Pfi hodnoté optické absorbance Agy = 0,6 — 0,8 jsem provedla indukci pfidavkem
2,5 ml 0,2 M IPTG. Nasledné jsou upravila podminky pro nartst na 30 °C a 200

rpm. Podminky byly pro v8echny isoformy stejné, ale liSilo se mnozstvi LB média.

Zasobni roztok ampicilinu — 100 mg/ml v dvakrat destilované vodé

LB médium — 10 g Bacto tryptone, 5 g Bacto — yeast extrakt, 10 g NaCl, pH = 7,4

(doplnéno na objem 1 | destilovanou vodou)

4.2.2. Sklizeni bunék

Po zhruba 10 hodinach jsem buriky sklizela centrifugaci pfi teploté 4 °C, 30
minutach a 3500 rpm (centrifuga Sorval RC — 5B, rotor GSA). Poté jsem pelety
rozsuspendovala ve 40 ml lyzaéniho pufru za pomoci Vertexu. VSechny operace
s burfikami jsem provadéla na ledu (4 °C) a s pifedchlazenym pufrem. Poté jsem

buriky zamrazila do — 20 °C.

Lyzaéni pufr — 1 x PBS, 1 M NaCl, 4 mM 2-sulfanylethanol, 2 mM imidazol
PBS pufr (1x) — 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na;PO4.7H;0, 1,4 mM
KH,PO4

4.2.3. Sonikace bunék

Po rozmrazeni bunék jsem do viskézniho roztoku pfidala lysozym

(100 pg/ml) a nechala inkubovat za stalého michani 30 min pfi teploté 4 °C.
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Nasledné jsem bunéénou kulturu podrobila sonikaci (Sisty ¢as 30 min). Puls trval
10 s a 20 s bylo nastaveno pro chlazeni. Poté jsem sonikat centrifugovala ve
vyvazenych kyvetach pfi 13500 rpm, 60 min, 4 °C (centrifuga Biofuge 28 RS, rotor
€. 3746, Heraens). Supernatant, ve kterém je rozpustén 14-3-3 protein, je mozno

bud’ zamrazit nebo rovnou nanést na kolonu pro chelataéni chromatografii.

4.2.4. Chelataéni chromatografie

Tento krok vyuzZivame diky vlastnosti fuzniho proteinu, ktery obsahuje
z vektoru pET-15b histidinovou kotvu (tzv. His-Tag). Pomoci této kotvy se 14-3-3
protein navaze na chelatujici sepharosu, ktera obsahuje navazané Ni?* ionty.
Objem kolony je 8 ml chelatujici sepharosy a k usnadnéni pratoku jsem vyuzila
peristaltickou pumpu, jejiz pratok byl stanovem na 5 mi/min. Je véak mozné tento
krok provadét i vsadkové. Postup je znazornén v tabulce €. 3. Pii poslednim kroku,

eluci 14-3-3 proteinu, jsem nepouzivala peristaltickou pumpu.

pofadi [ objem/ml ¢inidlo
______ o2 HO ]
2 20 .. promyvaci roztok __ |
- 20 o] HO __....]
A 60 ). ...IMNiSO, |
...... S f..20 p . HO ]
- 20 . ... pufrE ]
] vée b ... sonikat |
.8 |...400 |} 10% pufr FvpufruE |
B 20 || pufrF - eluce 14-3-3 |
10 regenerace kolony

Tab. &. 3 — Postup pfi chelata¢ni chromatografii.

14-3-3 protein jsem jimala po 1,5 ml do 13 mikrozkumavek a z jednotlivych

frakci jsem odebrala 15 pl jako vzorek pro SDS elektroforézu.
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Nutna je regenerace kolony, jez se sklada ze tfi krok(. Nejprve se na
kolonu aplikuje promyvaci roztok, poté voda a nakonec 20% ethanol, ve kterém je
poté kolona uchovavana.

Na zakladé vyhodnoceni gelu z SDS elektroforézy jsem vybrala frakce,
které obsahuji nejvice 14-3-3 proteinu a ty jsem podrobila dialyze (kap. 4.2.6.) pfi
4 °C pres noc. Po vyzvednuti se protein mlize zamrazit nebo pokracovat v dal$im

kroku purifikace — aniontové chromatografii.

Promyvaci roztok — 50 mM EDTA, 1 M NaCl

Pufr E — 1 x PBS pufr, 0,5 M NaCl, 2 mM 2-sulfanylethanol, 1 mM imidazol

Pufr F — 1 x PBS pufr, 0,56 M NaCl, 2 mM 2-sulfanylethanol, 0,6 M imidazol, 10%
glycerol a upravit na pH = 8

Dialyzaéni_pufr — 20 mM Tris-HCI pH = 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM dithiotreitol
(DTT), 10% glycerol

4.2.5. SDS elektroforéza

Tento krok slouzi k vizualizaci proteinu, uréeni istoty a zastoupeni proteinu
v jednotlivych frakci. Pouzivala jsem vertikalni akrylamidovou elektroforézu,
aparatura je od firmy BioRad, a 12% akrylamidovy gel, jenz ma délici schopnost
piiblizné 15 — 60 kDa. Cely proces probiha v denaturujicim prostiedi.

Nejprve jsem si piipravila separa¢ni gel a po jeho navrstveni mezi skla jsem
aplikovala isopropanol pro srovnani gelu do roviny. Po ztuhnuti gelu a odstranéni
isopropanolu jsem naaplikovala zaostrovaci gel, do kterého jsem viozZila hiebinek.

Na pfipravu vzork(i jsem pouzila odebrané mnozstvi z jednotlivych frakci a
pridala jsem k nim 5 pl vzorkoveho pufru. Takto pfipravené vzorky jsem nechala
na vodni lazni 2 minuty pfi teploté 95 — 100 °C a nasledné aplikovala na ztuhly gel
spolu s 6 pl proteinového standardu molekulovych vah.

SDS elektroforéza probihala ve vodicim pufru, kde byla vystavena proudu
100 mA cca 55 min (dokud nanesené vzorky nedospély ke konci separa¢niho
gelu). Nasledné jsem oddélila gel od aparatury a umistila na 20 min do barvici

lazné, ktera byla pfedehiata na 60 °C. Takto obarveny gel jsem nechala odbarvit v
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odbarvovacim roztoku, ktery jsem také mirné zahfala a nechala pulsobit 30 min.
Z takového gelu jsou jiz vysledky viditelné, ale pro dokonalé odbarveni doporuéuii
odbarvovaci roztok nékolikrat vyménit a s dokumentaci pockat do dalSiho dne.
Oba roztoky plsobi soucasné i jako fixacni. K dokumentaci gelu je pak vhodné

pouzit skener.

Vzorkovy roztok — 0,6 ml 1 M Tris-HCI pH = 6,8, 2,5 ml glycerolu, 2 ml 10%
(w/v) SDS, 0,5 ml 2-sulfanylethanol, 1 ml 1% (w/v) bromfenolové modfi, 3,4 mi
H20 (5 x koncentrovany — takto aplikovan ke vzorkiim)

Vodici pufr pro SDS elektroforézu — 30 g Tris-HCI, 144 g glycinu, 10 g SDS

(10 x koncentrovany)

Barvici_roztok — 1 g Coomassie Blue R-250, 450 ml methanolu, 100 ml ledové

kyseliny octové, 450 ml destilované vody
Odbarvovaci roztok — 100 ml methanolu, 100 ml ledové kyseliny octové, 800 mi

destilované vody

12% separaéni gel — 3 ml akrylamidu/bisakrylamidu, 1,87 ml pufru pro separaéni
gel, 75 pul 10% (w/v) SDS, 2,5 mi H,0, 75 ul 10% (w/v) peroxodisiranu amonného,
8 wl TEMEDu

12% zaostiovaci gel — 0,5 ml akrylamidu/bisakrylamidu, 0,93 ml pufru pro
zaostiovaci gel, 37,5 pul 10% (w/v) SDS, 2,25 ml HO, 75 pul 10% (w/v)

peroxodisiranu amonného, 8 ul TEMEDu

Pufr pro separaéni gel — 1,5 M Tris-HCI pH = 8,8, pH upraveno 35% HCI

Pufr pro zaostfovaci gel - 0,5 M Tris-HCI pH = 6,8, pH upraveno 35% HCI

4.2.6. Dialyza

Po kazdém purifikacnim kroku: chelata¢ni, ionexova chromatografie,
nasleduje dialyza. Tu jsem provadéla v dialyzaénim stievé od firmy Spektrurh
Laboratories Inc. Dialyzaéni pufry jsou uvedeny u jednotlivych kapitol, pfi kterych
jsem dialyzu provadéla. Dialyza vzdy probihala za stalého michani pfi teploté 4 °C

pfes noc. VSeobecné plati, Ze pokud dialyzaéni pufr obsahuje glycerol, mizeme
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nasledné vyzvednuté vzorky zamrazit. Dialyzaéni pufr také slouzi jako referenéni

vorek pii méfeni koncentrace proteinu (viz kapitola 4.2.8.).

4.2.7. Aniontova chromatografie

14-3-3 proteiny jsou kyselou rodinou proteint a jejich pl se pohybuje kolem
4,7 — 4,8. Proto jsem pro tento krok purifikace pouzila kolonu Tricorn 5/50 s naplini
Q-sepharosy (Amersham Biosciences), jejiz objem je 1 ml. Pracovala jsem
s pfistrojem FPLC AKTA a obsluhovala jsem ho pomoci komeréné dodavaného
programu Unicorn 4.11.

Pfed nasazenim kolony jsem cely systém ekvilibrovala pufrem E. Poté jsem
nechala i kolonu ekvilibrovat pufrem E a to az do ustaleni absorpce (A =280 nm) a
konduktivity. Nasledné jsem na kolonu aplikovala 100% gradient (pufr F) pro
odstranéni pfipadnych neistot. Nasledné jsem opét nechala kolonu ekvilibrovat
pufrem E. Pritokova rychlost byla 0,7 mi/min.

Na takto pfipravenou kolonu jsem nadavkovala protein po 2 ml, ktery jsem
predtim prefiltrovala. Protein jsem eluovala pomoci linearniho gradientu iontové
sily 0% - 100% eluénim pufrem F. Frakce jsem sbirala po 0,5 — 1 ml. Pomoci
sledovani absorpce pfi A = 280 nm vime, které frakce obsahuji nas protein a opét
jsem pro vizualizaci pouzila SDS elektroforézu.

Jako vzorky pro SDS elektroforézu slouzi 10 pl odebranych z jednotlivych
frakci a 5 pl vzorkového roztoku (viz kapitola 4.2.5.). Po vyhodnoceni gelu jsem
vybrané vzorky podrobila dialyze pii 4 °C pfes noc proti dialyzaénimu pufru (viz

nize).

Pufr E — 50 mM Tris-HCI pH = 8,0, 1 mM dithiotreitol (DTT), (nutna filtrace)

Pufr F — 50 mM Tris-HCI pH = 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT, (nutna filtrace)
Dialyzaéni pufr — 20 mM Tris-HCI pH = 7,5, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10%
glycerol, 2 mM DTT
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4.2.8. Méreni koncentrace proteinu

Méfeni koncentrace proteinu je mozné vzdy po jednotlivych purifikanich
krocich. Ke S§tépeni thrombinem je zcela nutné, abychom védéli, kolik je této
serinové proteasy zapotrebi.

Jelikoz 14-3-3 proteiny obvykle obsahuji dva tryptofany a nékolik tyrosin,
jako moznost se tedy nabizi méreni absorbance pfi A = 280 nm. Toto méreni jsem
provadéla na spektrofotometru Agilent. Jako referenéni vzorek jsem pouzila
dialyzaéni pufr. Koncentraci jsem poté vypocitala podle Lambertova—Beerova
zakona. Absorpéni molarni koeficient i molarni hmotnost se zjisti na online serveru
Expasy [60].

4.2.9. Thrombinové stépeni

Tento krok slouzi k odstranéni histidinové kotvy. Ta byla souéasti vektoru

pET—15b. St&pné misto thrombinu je znazornéno na obr. &. 23.

Obr. &. 23 — Aminokyselinova sekvence s vyznacenym $tépnym mistem thrombinu.

Thrombin je serinova proteasa izolovana z lidskeé plazmy (EC 3.4.21.5),
proto je nutné pfi praci s nim pouzivat ochranné rukavice. PouZila jsem 5 jednotek
thrombinu na mg proteinu.

Toto Stépeni jsem aplikovala pouze pii pripravé isoformy 14-3-3(. DalSi
isoformy jsem purifikovala bez odstépeni histidinové kotvy, protoze je znamo, Ze
pfitomnost této kotvy neovliviluje vazebné viastnosti 14-3-3 proteini a dale se

nachazi daleko od studovaného ohybu 8. Pro sledovani §tépiciho procesu jsem po
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dvou, étyfech a sedmi hodinach odebrala 5 pl vzorku pro vizualizaci na SDS
elektroforézu.
Jako vzorky pro SDS elektroforézu slouzilo odebranych 5 pl roztoku

proteinu, 10 pl vody a 5 pl vzorkového roztoku (viz kapitola 4.2.5.).

4.2.10. Koncentrovani proteinu

Tento krok je nutny z praktickych dlivodi. Naslednym purifikacnim krokem
je gelova permeacni chromatografie. RozliSovaci schopnost této metody zavisi na
objemu nastfikovaného vzorku (tento objem by se mél pohybovat v rozmezi 0,5 -
4% celkového objemu kolony, coz v nasem pripadé bylo 24 ml).

Pro zkoncentrovani roztoku proteinu jsem pouzila komeréné dodavané
koncentratory Centricon Ym - 10 (Millipore, USA). Koncentratory obsahuiji
membranu, ktera je schopna propustit molekuly do uréité molekulové hmotnosti.
Tato veli€éina se u monomeru 14-3-3 proteini pohybuje okolo 17 000 g/mol a
membrana u tohoto typu je propustna pro molekuly do 10 000 kDa.

Centrifugaci jsem provadéla na centrifuze Eppendorf 5804R a probihala pfi

teploté 4 °C, 3500 rpm a 10 — 15 min, opakovanych podie potieby.

4.2.11. Gelova permeacéni chromatografie

Pfi gelové chromatografii jsem pouzivala stejny pristroj jako v pripadé
aniontové chromatografie (viz kapitola 4.2.7.) a kolonu Superdex 75 od firmy
Amersham Biosciences. Pro gelovou filtraci se pouziva pouze jeden vodici pufr a
rychlost pratoku byla 0,7 ml/min. )

Pfed nanesenim vzorku je opét nutna ekvilibrace kolony vodicim pufrem a
filtrace vzorku. Pro dobré délici schopnosti kolony je vhodné nanaset maximainé 2
ml vzorku nebo je potom nutné postup opakovat. Proto je vhodné vzorek piedtim
zkoncentrovat (viz kapitola 4.2.10.).

Frakce jsem jimala po 0,5 ml a z frakci, jeZz obsahuji 14-3-3 protein podie

piku na chromatografickém zaznamu jsem odebrala 10 pl pro vyhodnoceni na
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SDS elektroforéze (viz kapitola 4.2.5). Ktomuto objemu opét pfidame 5 pl
vzorkového roztoku.

Frakce, které obsahuji Cisty protein poté mizeme zamrazit, nejlépe
do — 80 °C, jelikoz vodici pufr obsahuje glycerol. Po téchto purifikanich krocich je
vétSinou 14-3-3 protein vhodny pro nasledna méreni. Je tedy zapotiebi protein
charakterizovat pomoci uréeni koncentrace (viz kapitola 4.2.8.) a celkového
vytézku. Jelikoz bylo vmém pfipadé zapotiebi odstranit EDTA, je tato
charakterizace vhodna az po finalni dialyze (viz kapitola 4.2.12.). Pokud by protein
nebyl dostatecné Cisty, mizeme kroky jako aniontovou chromatografii zvlasté pak
gelovou permeaéni chromatografii opakovat.

Vodici pufr — 20 mM Tris-HCI pH = 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol,
5 mM dithiotreitol (nutna filtrace)

4.2.12. Dialyza pro odstranéni EDTA

Pro nasledna méfeni, tedy zji§téni moznych vazebnych mist Ca?*, Mg®* u
14-3-3 proteinl, je nutné se zbavit EDTA. Pritomnost tohoto &inidla by zajisté
ovlivnila vysledky méreni. Proto jsem vSechny vyizolované isoformy 14-3-3
proteini podrobila finaini dialyze pro odstranéni EDTA a tim tedy eliminovala

moznost zkreslenych vysledku.

Dialyzaéni pufr — 20 mM Tris-HCI pH = 7,5, 1 mM dithiotreitol, 10% glycerol

4.2.13. Zjisténi vazebnych mist titraci Tb**

Jak jsem jiz uvedla v teoretickém uvodu, ionty terbia jsou vhodnym
vazebnym analogem iontll vapniku a hoi¢iku. Diky jeho luminiscenénim
vlastnostem jsme vS8ak schopni vazbu na protein detekovat. Diky tomu, Ze jsou
ionty terbia chelatovany v dostateéné blizkosti tyrosinu a tryptofanu, dojde zde
k pfenosu energie (FRET). Jako donor slouzi aromaticka kyselina a akceptorem
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jsou chelatované ionty terbia. Pokud tedy pozorujeme signal pfi vinové délce 545
nm (emise chelatovanych iontl terbia), mizeme predpokladat, Ze se ionty na
protein navazaly a to v dostateéné blizkosti nutné pro pfenos energie. To je tedy
ukazatelem, Ze 14-3-3 protein obsahuje vhodna vazebna mista jak pro ionty
vapniku tak pro ionty hof€iku.

Samotné méfeni jsem provadéla na fluorimetru PC1 a jako vzorek jsem
pouzila pfefiltrovany dialyzaéni pufr (viz kapitola 4.2.12.) s isoformou 14-3-3
proteinu ve finalni koncentraci 2 uM. Celkovy objem ¢inil 1 ml. K této smési jsem
titrovala ionty terbia (56 mM zasobni roztok TbCl3). Excitace byla nastavena na 285
nm, kdy absorbuje tyrosin i tryptofan. Emise byla méfena pfii 545 nm. Naméiena
intenzita byla vZdy korigovana na objem 1 ml.

lonty terbia jsem titrovala az do hodnoty naméiené intenzity, ktera se
nemeénila, popf. se ménila malo. Timto zplsobem jsem zjistila, jaka koncentrace
iontl terbia je zapotiebi k obsazeni véech vhodnych vazebnych mist.

lonty terbia, které nejsou navazané na protein a tedy nejsou chelatovany,
by nemély emitovat zafeni. Tento hypoteticky podil na vysledcich jsem eliminovala
odedtenim intenzity, kterou jsem naméfila stejnymi pridavky iontl terbia do 1 mi
roztoku dialyzaéniho pufru (viz kapitola 4.2.12.) bez pfitomnosti 14-3-3 proteinu.

4.2.14. Vytésnéni iontl terbia - vazba dvojmocnych
kationtu

Diky postupu uvedeném v piedeslé kapitole jsem zjistila koncentraci iontt
terbia nutnych k saturaci vazebnych mist na 14-3-3 proteinech. Pokud by se tedy
dvojmocné kationty (Ca%*, Mg?*, Mn?*) na 14-3-3 proteiny byly schopny navazat,
pridavky téchto iontd by zplUsobovaly sniZovani intenzity naméfené pfi saturaci
proteinu ionty terbia. Pokud by ke sniZzovani intenzity nedos$lo, znamenalo by to, Ze
se dvojmocné kationty na protein nevazou nebo se, i pifes vSechnu podobnost
s ionty terbia, vazi jinam.

Samotné méreni jsem provadéla na stejném pfistroji. Tentokrat vzorek

obsahoval pfefiltrovany dialyzaéni pufr (viz kapitola 4.2.12.), 2 uM 14-3-3 protein a
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pridavek 5 mM TbCl,, ktery byl nutny k saturaci vazebnych mist. Objem tohoto
vzorku €inil 1 ml.

Prefiltrované zasobni roztoky dvojmocnych kationtd byly 1 M CaCl,, MgCl,
a MnCl,. Excitace byla 285 nm a emise detekovana pfi 545 nm. Dvojmocné
kationty jsem pfidavala opét do stagnace naméfené intenzity. Ta byla korigovana
na objem 1 ml.

4.2.15. Vazba bis-ANS na 14-3-3A - detekce konformacni

zmény

Sondu bis-ANS, celym nazvem 4,4’-bis(1-anilinonaftalen-8-sulfonat),
vynalezl G. Weber a jeho spole&nost jiz v roce 1969. Jedna se o sondu, ktera silné
fluoreskuje v hydrofobnim prostiedi a témér vibec ve vodé. Jeji vzorec je uveden
na obrazku nize [61].

s03

o O

“03S

Obr.&. 24 - Vzorec sondy bis-ANS [61].

Tuto sondu jsem pouZivala k detekci konformaéni zmény, jez nastava
v dUsledku vazby kovu na rostlinnou isoformu 14-3-3A. Samotné méfeni jsem opét
provadéla na fluorimetru PC1. Excitace byla nastavena na 385 nm a emise na 485
nm, coZ odpovida excitaci a emisy této sondy. Kyveta obsahovala roztok 2 uM 14-
3-3A, 1 uM roztok této sondy a dialyza&ni pufr (viz kapitola 4.2.12.). Cely vzorek
mél objem 1 ml a i na tento objem byla korigovana naméfena intenzita.
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4.3. Vysledky

4.3.1. Exprese 14-3-3 proteinu

Pro své experimenty jsem exprimovala tfi rizné isoformy 14-3-3 protein(.
Zastupce rostlinnych isoforem 14-3-3A se vyskytuje v jeémeni. Tato isoforma byla
exprimovana v celkovém mnozZstvi 6 | LB média. Pfikladem lidské isoformy byla
14-3-3C, ktera se velice dobfe exprimuje, a proto bylo celkové mnozstvi LB média
2 |. Poslednim zastupcem byla kvasinkova isoforma BMH2, kterou jsem

exprimovala ve 3 | LB média.

4.3.2. Chelata¢ni chromatografie

14-3-3 proteiny pochazely zvektoru pET-15b, takze na N-konci
obsahovaly navic Sest po sobé jdoucich histidint, které tvofi histidinovou kotvu,
tzv. His—Tag. Tato kotva ma vysokou afinitu k nikelnatym kationtim (Ni?*), kterou
vyuzivame v pfipadé této chelataéni chromatografie. Fazni protein se tedy zachyti
na navazané ionty niklu. Zbaveni nedistot se provede aplikaci 66 mM koncentraci
imidazolu na kolonu. Samotny fuzni protein je pak eluovan pufrem F s6 M
koncentraci imidazolu.

Pomoci postupu uvedenym v kapitole 4.2.4. jsem vyeluovala celkem 13
frakci po objemu 1 — 1,5 ml. Pro vizualizaci nedistot a zastoupeni proteinu
v jednotlivych frakci jsem frakce 3 — 11 podrobila SDS elektroforéze (postup viz
kapitola 4.2.5.). Zaznamy gelll jsou na obrazcich nize na nasledujici strané.
Postup pro vSechny isoformy byl vice méné identicky. _

Vybrané frakce s vysokym obsahem 14-3-3 proteinu jsem nasledné po
zhodnoceni gelu slouéila a podrobila dialyze (viz kapitola 4.2.6.). V piipadé lidské
isoformy 14-3-3( (obr. €. 24) jsem sloucila vdechny frakce, které byly vizualizovany
pii SDS elektroforéze, u kvasinkové BMH2 frakce 2 — 8 (obr.¢. 25), u 14-3-3A pak
frakce 3 — 5 (obr. €. 26).
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Obr. €. 24 — Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3¢ po chelatacni chrom.

(PM oznaduje proteinovy standard molekulovych vah, 3f pofadi eluované frakce).

V piipadé isoformy 14-3-3¢ byl obsah proteinu ve frakcich opravdu vysoky.

V piipadé Sesté frakce byla koncentrace proteinu tak vysoka, Zze gel ztratil délici

schopnost.

Frakce PM 3t 4f St 6t 7t 8f ot 10t 111

kDa

20

15

Obr .€. 25 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi BMH2 po chelataéni chrom.

(PM oznaéuje proteinovy standard molekulovych vah, 3f pofadi eluované frakce).
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Obr. €. 26 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3A po chelataéni chrom.
(PM oznaduje proteinovy standard molekulovych vah, 3f pofadi eluované frakce).

4.3.3. Aniontova chromatografie

Tato metoda je vhodna pro 14-3-3 proteiny, jelikoz jejich isoelektricky bod
se pohybuje v kyselé oblasti a tudiz se na kolonu naplnénou Q-Sepharosou
spolehlivé zachyti. Isoelektricky bod lidské isoformy je 4.73, rostlinné 4.83 a
kvasinkové 4.82 [60].

Filtrované vzorky po dialyze jsem nanesla na kolonu v nékolika nastficich
po objemu 2 ml. Nasledné jsem zachycené proteiny eluovala vzrlstajicim
gradientem iontové sily. Gradient byl nastaven od 0 — 100% pufru F. Zaznam
eluce je zdokumentovan na chromatogramu na obrazku &. 27 na nasledujici
strané. Je zde znazornén gradient iontové sily i eluované frakce, které jsem jimala
po 0,5 — 1 ml (podle druhu proteinu). Samotny chromatogram zde predkladam

pouze jeden (obr. §. 27), jelikoz se od sebe moc neliSi, a jedna se o zadznam
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z izolace kvasinkové isoformy BMH2. ,Zubatost* piku v maximu je vysvétlitelna

velkym mnozstvim proteinu a neschopnosti detekce absorbance.
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Obr. &. 27 — Chromatogram eluce proteinu BMH2 po aniontové chromatografii. Cervené jsou
vyznaceny jimané frakce po 0,5 ml, khaki barva znadi gradient iontové sily 2 modra monitoruje

absorbanci pii A = 280 nm.
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NiZe jsou uvedeny obrazky gell po SDS elektroforéze, v tomto pfipadé jiz
pro kazdy protein. Vzorky byly odebrany zfrakci, které podle piku na

chromatogramu obsahovaly nejvétsi mnozstvi 14-3-3 proteinu.

PM 3f 4f 5f 6f n 8f 9f 10f  11f

Frakce
kDa ¢

250
150

100
75

50

37

25 14-3-3¢

20
15

Obr. &. 28 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3¢ po aniontové chrom.
(PM oznaduje proteinovy standard molekulovych vah, 3f pofadi eluované frakce).

kDa PM 21t 23t 25t 27t 29¢ 311 33 35f 37t frakce

250
150
100

BMH2

Obr.€. 29 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi BMH2 po aniontové chrom.
(PM oznacuje proteinovy standard molekulovych vah, 21f pofadi eluované frakce).
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Obr.¢. 30 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3A po aniontové chrom.
(9f oznaduje poradi eluované frakce, na gelu neni viditelny pouZity proteinovy stand. mol. vah).

Vybrané frakce s nejvétSim zastoupenim proteinu jsem sloucila a podrobila
dialyze pres noc (viz kapitola 4.2.6.).

4.3.4. Méreni koncentrace

Po purifikaénich krocich je mozné vidy zméfit koncentraci proteinu,
abychom méli informaci o jeho celkovém mnozZstvi. Tato informace je také dulezita
pro nas, abychom védéli, jaké mnozstvi miZzeme nasledné nanést na kolonu,
abychom dostali dobré rozdéleni.

Pred 3t&penim thrombinu je tento krok nezbytny, jelikoZ potfebujeme védét,
jaké mnozZstvi této proteasy je nutné pro odstépeni histidinové kotvy. Dale zde
uvadim charakterizaci jednotlivych isoforem. DulezZité vlastnosti, rozhodujici pro
samotny postup purifikace, jsem shrnula do tabulky. Informace jsem Eerpala ze
serveru EXPASY [60].

Isoforma pl Mrzgonm/ g.mol” [/ M *cm™
14-3-3C 4,73 277451 0,992
14-3-3A 4,83 29351,9 0,988

BMH2 4,82 31061,3 0,930

Tab. €. 4 — Charakteristika jednotlivych 14-3-3 isoforem.
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4.3.5. Thrombinové stépeni

Toto Stépeni jsem provadéla pouze s lidskou isoformou 14-3-3¢. Postup je
naznacden v kapitole 4.2.9. Zaznam samotného Stépeni uvadim na obrazku ¢&. 31.
Je zde jasné vidét, Ze vétSina proteinu se rozstépila jiz béhem prvnich dvou hodin.

Thrombin i histidinovou kotvu jsem posléze odstranila gelovou

chromatografii.

kDa

250
150
100

75

50

37

25

1433
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15

Obr. €. 31 — Thrombinové Stépeni 14-3-3¢ isoformy. Oznaceni frakci: (Ot) pfed pfidavkem
thrombinu, (2t) po dvou hodinach, (4t) po étyfech hodinach, (7t) po sedmi hodinach, PM oznac&uje
proteinovy standard molekulovych vah.

4.3.6 Gelova permeac¢ni chromatografie

Jako posledni krok purifikace jsem provadéla gelovou permeacni
chromatografii, v pfipadé lidské isoformy pro odstranéni thrombinu a histidinové
kotvy. Tento krok se zaélefiuje pro odstranéni moznych agregati. Vyuzila jsem
kolonu s naplni Superdex75 od firmy Amersham Biosciences.

Nejprve je zapotiebi protein zkoncentrovat (viz kapitola 4.2.10.) na 2 mi,

které musime prfedem pfefiltrovat a nasledné aplikovat na kolonu. Samotny pribéh
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je zachycen na chromatogramu proteinu 14-3-3¢ na obrazku €. 32. Podle tohoto
zaznamu jsem odebrala z jednotlivych frakci s nejvétSsim zastoupenim proteinu
vzorky na SDS elektroforézu. Stejné jsem postupovala i v pfipadé ostatnich
isoforem.
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Obr. &. 32 — Chromatogram gelové permeaéni chromatografie 14-3-3,. Cervené jsou vyznageny
jimané frakce po 1 ml, modra monitoruje absorbanci pfi A = 280 nm.

Na nasledujici strané uvadim vysledné fotografie zgelt po SDS
elektroforéze s vyznatenymi frakcemi (hormni &ast obrazku) a velikostmi

proteinového standardu molekulovych vah (na pravé strané).
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Obr. &. 33 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3¢ po gelové perm. chrom.
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Obr. €. 34 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi BMH2 po gelové perm. chrom .

14-3-3A

Obr. €. 35 - Fotografie 12% gelu z SDS elektroforézy s frakcemi 14-3-3A po gelové perm. chrom.
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Frakce s nejvétSim zastoupenim 14-3-3 proteini jsem nasledné nechala
dialyzovat proti dialyzaénimu pufru (viz kapitola 4.2.12.), abych ze vzork(l
odstranila EDTA, ktera by mohla zkreslit dalsi vysledky. Do tabulky jsem shrnula
mnozstvi vyizolovanych isoforem.

mnozstvi
mnozZstvi LB mnozZstvi
Isoforma ] ) proteinu na 1 |
meédia /| proteinu / mg )
LB média / mg
14-3-3¢ 2 20,8 10,4
14-3-3A 6 8,5 1,42
BMH2 3 20,1 6,7

Tab. €. 5 — Tabulka vytéZki jednotlivych isoforem 14-3-3 proteini.

4.3.7. Zjisténi vazebnych mist titraci Tb**

Tato metoda je znama jiz dlouho a jeji vyuziti je pro biochemii opravdu
pfinosem. Postupem z kapitoly 4.2.13. jsem nejprve ovéfila vazbu terbia u
rostlihné isoformy 14-3-3A, ktera jiz byla dfive publikovana pro isoformy
z Arabidopsis thaliana [37]. Po UspésSnych vysledcich se tedy objevila otazka, zda
maji tuto vliastnost i ostatni isoformy a tudiz jsem tentyZz postup aplikovala i na
lidskou isoformu, zastupce 14-3-3¢, a kvasinkovou isoformu BMH2.

Samotné vysledky jsem vyhodnocovala za pomoci védeckého programu
Origin 6.0. Naméiena data jsem fitovala pomoci rovnice (4.1) pro vypodet
disociaéni konstanty, abych mohla porovnat afinitu ionth terbia k riznym

isoformam. Pouzivana rovnice je uvedena nize.

fu= Ky rerx- (K, +x 0 ~tex @

Veliina fg oznaduje frakci proteinu s navazanym terbiem (nabyva hodnot
od 0 — 1). Kp predstavuje disociaéni konstantu komplexu protein / Tb** a ¢

koncentraci proteinu v kyveté béhem titrace. V mém pfipadé jsem pro vSechny
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isoformy pouzivala 2 uM, abych pak mohla vysledky porovnat. Body vynesené ve
vyslednych grafech odpovidaji aritmetickym priamérim ze tfi nezavislych méreni.

Graf titrace Tb** na rostlinnou isoformu 14-3-3A je znazornén na grafu &. 1.

| = T0”1433A |
i o
08- /i
0.6 E
- 1 Titrace Th™ 14-3-3A
[}
1 K, =5.30.8 uM

0.2 : ¢ (14-3-3A) =2 uM
0.0 .

-20'0 20 40 60 80'160'120'1;0'160'
c (Tb™), uM

Graf. €. 1 — Titrace Tb3+ na 14-3-3A. Na ose x je vynesena koncentrace TbCl; v kyveté, na ose y

je vynesen vazebny faktor fg, Kp je vypoétena pomoci rovnice (4.1) uvedené na strané 51. Jedna

se o0 prumér ze tfech méieni.

Graf titrace Tb** na lidskou isoformu 14-3-3¢ je znazornén na grafu &. 2.

. = Tb™ 1433
" P i % % i
| s
064 P
1 j . 3’
w® 0,4 L Titrace Tb* 14-3-3¢
. K,=51+£3uM
0,2 - , c (14-3-3)) =2 uM
.
0,0 :
8 1(')0 ’ 260 ’ 3([)0 ' 4:)0
¢ (Tb™), M

Graf. &. 2 - Titrace Tb®>' na 14-3-3¢. Na ose x je vynesena koncentrace TbCl; v kyvets, na ose y je
vynesen vazebny faktor fg, Kp je vypottena pomoci rovnice (4.1) uvedené na strané 51. Jedna se o

prameér ze tfrech méfeni.
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Graf titrace Tb®* na kvasinkovou isoformu BMH2 je znazornén na grafu &. 3.

: = Tb" BMH2
08 E}%{,ii
" /{ [
«® 04 i,/' Titrace Tb** BMH2
. K, =141 +4 M
J i ¢ (BMH2) = 2 uM
’
0,0 4 ;
0 200 400 600 80 1000
C(Tb:h), p.M

Graf. &. 3 — Titrace Tb®>* na BMH2. Na ose x je vynesena koncentrace TbCl; v kyvet&, na ose y je
vynesen vazebny fakior fg, Kp je vypoétena pomoci rovnice (4.1) uvedené na strané 51. Jedna se o
primér ze tfech méfeni.

Vysledné hodnoty jsem shrnula v tabulce €. 7. Chyba, ktera je zde uvedena

odpovida chybé fitu.

Isoforma [[Kp Tb* / uM

14-3-3A | 5,3+0,8
14-3-3¢ 51+3
BMH2 141+ 4

Tab. &. 5 — Tabulka namérenych disociaénich konstant 14-3-3 proteini.

4.3.8. Vytésnéni iontu terbia-vazba dvojmocnych kationtu

Predchozi metodou, titraci ionty terbia, jsem zjistila potiebnou koncentraci
Tb>* k obsazeni vech moznych vazebnych mist na 14-3-3 proteinech. Pokud by
se tedy dvojmocné kationty (Ca?*, Mg®*, Mn?*) na tyto proteiny vazaly do stejnych

mist jako vhodny luminiscenéni analog Tb**, méla bych pozorovat snizovani
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intenzity, a to disledkem vyt&siiovani iontd Tb*, které by jiz nebyly chelatovany
proteinovym fetézcem. Volné ionty terbia plovouci v roztoku tak nejsou schopny
byt akceptorem pfi pfenosu energie (FRET) od aromatickych kyselin.

Naméfena data jsem vyhodnotila opé& pomoci programu Origin 6.0.
Vysledky jsou zaznamenany pomoci grafu znazorfiujici procenta vytésnénych
iontl terbia. Vysledky naméfené pro jeémennou isoformu 14-3-3A jsou vyneseny

na grafu €. 4.
110 «
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Graf &. 4 — Vytésnéni Tb®" z 14-3-3A. Graf ukazuje pokles luminiscence Tb* v disledku jeho
vytésnéni z komplexu se 14-3-3A. Na ose x je vynesena koncentrace dvojmocnych kationtd
v kyveté&, na ose y jsou vynesena procenta navazaného o>,



Vysledky pro lidskou isoformu 14-3-3( jsou vyneseny na grafu €. 5.
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Graf &. 5— Vytésnéni Tb* z 1 4-3-3¢. Graf ukazuje pokles luminiscence Tb* v diisledku jeho
vytésnéni z komplexu se 14-3-3(. Na ose x je vynesena koncentrace dvojmocnych kationtt
v kyvet&, na ose y jsou vynesena procenta vytésnéni.

Vysledky pro kvasinkovou isoformu BMH2 jsou vyneseny na grafu €. 6.
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Graf &. 6 - Vytésnéni Tb®" z BMH2. Graf ukazuje pokles luminiscence Tb* v diisledku jeho
vytésnéni z komplexu se 14-3-3¢. Na ose x je vynesena koncentrace dvojmocnych kationtd
v kyveté, na ose y jsou vynesena procenta vyt&snéni.
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Na nasledujicich grafech gislo 7-9 jsou vynesena ta stejna data, ale ve
formé zavislosti relativni zmény intenzity luminiscence Tb** ((lo-I(c))/lo, kde Io je
intenzita na pocdatku titrace a I(c) je intenzita naméfena pfi koncentraci
dvojmocného kationtu c¢) na koncentraci dvojmocnych kationtd. Viiv vazby
dvojmocnych kationtl na 14-3-3A je vynesen na grafu €. 7.
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Graf &. 7 — Afinita dvojmocnych kationt( ke 14-3-3A. Na ose x je vynesena koncentrace
dvojmocnych kationtl v kyveté, na ose y je vynesena relativni intenzita.

Vliv vazby dvojmocnych kationti ke 14-3-3( je vynesen na grafu €. 8.
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Graf &. 8 — Afinita dvojmocnych kationt( ke 14-3-3Z. Na ose x je vynesena koncentrace
dvojmocnych kationtl v kyveté, na ose y je vynesena relativni intenzita.
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Vliv vazby dvojmocnych kationtt k BMH2 je vynesen na grafu €. 9.
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Graf &. 9 — Afinita dvojmocnych kationti k BMH2. Na ose x je vynesena koncentrace dvojmocnych
kationth v kyveté, na ose y je vynesena relativni intenzita.

4.3.9. Vazba bis-ANS na 14-3-3A - detekce konformacni

zmeény

Detekci nartstu intenzity emise sondy bis-ANS v pfipadé jeémenné
isoformy 14-3-3A jsem zjistila, Ze vazbou dvojmocnych kationtti (Ca?*, Mg?*, Mn?")
dochazi ke zvy3eni povrchové hydrofobicity.

Tento jev jsem téz zjistovala i u ostatnich isoforem, ale ani v pfipadé lidské
isoformy 14-3-3( ani v pfipadé kvasinkové isoformy BMH2 jsem nenaméfila
reprodukovatelné vysledky, takZze na grafu €. 10 uvadim pouze vysledky z méfeni
rostlinné isoformy 14-3-3A. Graf jsem sestrojila v programu Origin 6.0.
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Graf. &. 10 — Narust intenzity fluorescence bis-ANS jakoZto indikace konformacni zmény proteinu.
Na ose x je vynesena koncentrace dvojmocnych kationtl v kyveté, na ose y pak naméfena

intenzita fluorescence sondy bis-ANS.
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5.Diskuze

Tato diplomova prace se vénuje studiu interakci rlznych isoforem 14-3-3
proteinu s dvojmocnymi kationty. V problematice studia 14-3-3 proteinl je tato
tématika znaéné opomijena. AvSak strukturni studie publikované v poslednich
letech naznacuji, Ze dvojmocné kationty mohou hrat dualezitou roli v modulaci
interakci mezi 14-3-3 proteiny a jejich vazebnymi partnery [64]. Proto jsem se
rozhodla této problematice vice vénovat.

Prvnim cilem této diplomové prace byla pfiprava tfi riznych isoforem 14-3-3
proteind, a to jeémenné isoformy 14-3-3A, lidské isoformy 14-3-3( a kvasinkové
(S. cerevisiae) isoformy BMH2. Touto isolaci jsem se seznamila s riznymi typy
purifikaénich metod, jako je chelatacni, aniontovd a gelova permeaéni
chromatografie. Lidska isoforma 14-3-3C i kvasinkovda BMH2 se velice dobfe
exprimovaly. U vSech izolovanych isoforem se mi podafilo purifikaci dosahnout
dostatecné Cistoty pro dalsi méreni. Nasledné jsem u takto pfipravenych isoforem
studovala jejich interakce s riznymi kationty pomoci luminiscenéni spektroskopie.

Druhym cilem této prace bylo studium interakci pripravenych isoforem 14-3-3
proteinli s dvojmocnymi kationty. Pro sledovani téchto interakci byla vybrana
metoda zaloZena na sledovani zmén luminiscence kationtd Tb®* navazanych na
protein. Kationty Tb®* se velmi dobfe vazi do vazebnych mist Mg?* a Ca?* a
zarovefi maji vhodné luminiscenéni vlastnosti, které umoziuji sledovat jejich
interakci s proteiny. Luminiscence iontl Tb®" je excitovana prostfednictvim
rezonanéniho pfenosu energie (tzv. FRET) z aromatickych aminokyselin (Tyr a
Trp). Pfi téchto experimentech tedy excitujeme fluorescenci aminokyselin Tyr a
Trp a z téchto fluoroforll nasledné dochazi k pfenosu energie na ty ionty Tb*,
které jsou navazany na protein a nachazeji se tedy dostate¢né blizko k témto
aminokyselinam. Volné ionty Tb®" vroztoku excitovany nejsou, a proto jejich
luminiscenci nevidime. |

Nejprve jsem ovéfila vazbu kationt( terbia Tb** na rostlinnou isoformu 14-3-3A.
U rostlinnych isoforem jiz byla tato metoda Uspésné pouzita skupinou G. Athwala
a vysledky byly publikovany [37]. Konkrétné byla studovana vazba terbia i

ostatnich dvojmocnych kationtd u rostlinné isoformy GF14w z Arabidopsis
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thaliana. V pfipadé je¢menné isoformy 14-3-3A jsem postupovala obdobnym
zplisobem. V pfipadé ovéfeni vazby dvojmocnych kationtd (CaZ*, Mg** a Mn?*)
jsem pouzila alternativni pfistup. Abych mohla pozorovat interakci jednotlivych
dvojmocnych kationtll se 14-3-3 proteiny, sledovala jsem vytésifiovani navazanych
iontd Tb®* zvysujici se koncentraci dvojmocnych kationttl. Stejnou informaci jsem
ziskala i dalSim zpUsobem a to titraci 14-3-3 proteinu roztokem TbCl3 v pfitomnosti
dvojmocnych kationtd (6 mM CaCl,, MgCl,, MnCl,), které se jiz na protein
navazaly [37]. Tento postup jsem také provadéla, abych vylouéila moznost
naruseni struktury 14-3-3 protein(i v pfitomnosti vysokych koncentraci iontl terbia
Tb*" (tato data nejsou v této diplomové praci uvedena). Tato méfeni potvrdila, Ze
v pfitomnosti 5 mM kationtll Ca?*, Mg?* a Mn?* je vazba Tb3* signifikantn& nizsi
(disledek kompetice kationtli o vazebné misto). Jako kontrola zde slouzZila titrace
samotného 14-3-3 proteinu roztokem TbCl3 v nepfitomnosti dvojmocnych kationtu.
Vazba dvojmocnych kationtl na rostlinné isoformy 14-3-3 proteina je jiz znama
nékolik let a je znam i vliv této vazby na funkci téchto proteinl. Konkrétné se jedna
o ovlivnéni inhibice aktivity nitratreduktasy regulovanou prostifednictvim 14-3-3
protein(l, ktera je v pripadé vazby dvojmocnych kationtt G¢innéjsi [38].
Koncentrace vapenatych kationtl se u rostlin pohybuje v rozmezi 0,1 — 10 uM
a vapnik je patym nejrozsifenéjSim prvkem, po uhliku, vodiku, kysliku a drasliku.
Nejvétsi mnozstvi se nachazi v centralni vakuole, cytoplazmaticka hladina Ca®* je
mensi. Transport vapenatych kationtl probiha diftzi a zajistuji ho cytoplazmatické
pienasece, plazmodezmata [32].
Mé vysledky ukazaly, Ze jeémenna isoforma 14-3-3A je také schopna vazat
ionty Mg?* a Ca®* podobné& jako rostlinna isoforma GF14w [37]. Athwal a kol. [37]
dosahli v pfipadé titrace GF14w ionty Tb®" v pfitomnosti 5 mM CaCl,, MgCl,
priblizné 35% redukce intenzity luminiscence vzhledem ke kontrolni hodnoté
(titrace Tb>* v nepfitomnosti dvojmocnych kationtl). Ja jsem v podobném
experimentu (zaloZzeném na vytésiiovani Tb®" iontd dvojmocnymi kationtyj dosahla
pfiblizné 30% redukce intenzity luminiscence Tb* (viz. graf .4 na strané 54). U
této isoformy jsem také byla schopna detekovat konformaéni zménu indukovanou
vazbou kationtll na 14-3-3 protein. Pozorovala jsem narlst intenzity fluorescence

sondy bis-ANS jako funkce koncentrace dvojmocnych kationtl. Sonda bis-ANS se
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vaze na hydrofobni povrchy, proto Ize narlst intenzity interpretovat jako dikaz
konformacni zmény zplUsobené vazbou kationta.

Interakce sav€ich €i kvasinkovych isoforem 14-3-3 proteinu s dvojmocnymi
kationty nebyly zatim jesté nikym studovany. Ziskané vysledky ukazuji, ze jak
lidska isoforma 14-3-3(, tak i kvasinkova isoforma BMH2 dvojmocné kationty vazi,
ale pravdépodobné s podstatné nizSi afinitou nez rostlinna isoforma 14-3-3A
(posuzovana jednak podle schopnosti vazat ionty Tb®* a dale podle schopnosti
vytésnéni navazanych iontl Tb*, viz. grafy &. 2, 3, 5, 6 na stran& 52, 53, 55). U
téchto isoforem jsem také méfila vazbu bis-ANS a pfedbézna data naznaduiji, ze i
u téchto isoforem dochazi ke konformacni zméné v disledku vazby dvojmocnych
kationtll. Tato data jsem v této praci neuvedla, protoZe se jedna zatim pouze o
predbézné vysledky, které jesté bude nutno ovérit.

Experimenty s rostlinnou isoformou GF14® ukazaly, Zze vazebné misto pro
dvojmocné kationty se nachazi v oblasti ohybu 8 [40]. Tento ohyb obsahuje
sekvenci, ktera pfipomina tzv. EF-hand motiv. Jedna se o jediné experimentalné
potvrzené misto pro dvojmocné kationty u 14-3-3 proteinli. Pozorovana vazebna
afinita iontd Ca®* a Mg?* pro toto misto neni pfili§ vysoka a vzhledem k cytozolické
koncentraci t&chto iontll nebude in vivo v tomto misté k vazb& Ca?* nebo Mg
s nejvétsSi pravdépodobnosti dochazet. Je v8ak nutné si uvédomit, Ze sekvence
ohybu 8 nemusi reprezentovat celé vazebné misto pro dvojmocné kationty. Je
velmi pravdépodobné, Zze kompletni vazebné misto se vytvafi az se vznikem
komplexu 14-3-3 proteinu s vazebnym partnerem. Ohyb 8 se téchto interakci
ucastni a takto vzniklé vazebné misto (¢i mista) mohou vazat dvojmocné kationty
s podstatné vysSi afinitou [64].

Jak ma mérfeni, tak i vysledky publikované jinymi skupinami ukazaly, Ze ani
jeden kov neni schopen zredukovat intenzitu luminiscence na vychozi hodnotu
[37,65]. NejuspésSnéjSi jsou v tomto pripadé ionty manganu, které nejsou tolik
naro&né na geometrické uspofadani pro moznou koordinaci, jak je tomu v pfipadé
iontll vapniku a hof¢iku, a vazi se s nejvétsi afinitou. Podstata této nevytésnitelné
terbiové luminiscence je zatim nevysvétlena. Je mozné, Ze se jedna o ionty Tb%*,
které jsou prostiednictvim nespecifickych elektrostatickych sil navazany nékde na
povrchu proteinu v blizkosti aromatickych aminokyselin, ¢imz dochazi k jejich

excitaci. Tyto ionty vS8ak nejsou navazany do specifickych vazebnych mist, a proto
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je nelze vytésnit. Toto je vSak pouze spekulace, pro kterou nemam zadné
experimentalni dikazy.

DalSim pokraovanim tohoto projektu by mohla byt mutageneze klic¢ovych
aminokyselin v ohybu 8, které jsou dulezité pro koordinaci iontli. Touto
mutagenezi bychom eliminovali koordinaci ve vazebném misté. To by se projevilo

snizenou intenzitou pfi titraci terbiem v porovnani s fetézcem bez mutace.
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6. Zaver

1. Uspésné jsem exprimovala a vypurifikovala jeémennou isoformu 14-3-3A s
vytézkem 1,42 mg / 1 | LB média, lidskou isoformu 14-3-3¢ s vytéZzkem 10,4
mg / 1| LB média a kvasinkovou isoformu BMH2 s vytézkem 6,7 mg/ 1 |
LB meédia.

2. Dokazala jsem, ze v8echny tii pfipravené isoformy jsou schopny vazat ionty
Tb*.

3. Zjistila jsem, Ze jeémenna isoforma 14-3-3A vaze ionty Mg?*, Ca?*, Mn?*
s podobnou afinitou jako isoforma GF14w z huseni¢ku rolniho. Dale jsem
zjistila, Ze vazba téchto dvojmocnych kationtll zplsobuje konformacéni

zmeénu molekuly 14-3-3A.
4. Ukazala jsem, ze lidska isoforma 14-3-3( a kvasinkova isoforma BMH2

také vazi ionty Mg?*, Ca®*, Mn?*. V pfipadé téchto isoforem je vSak vazba

dvojmocnych kationtli podstatné slabsi nez u jeémenné isoformy 14-3-3A.
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Seznam zkratek

14-3-3 protein................ bilkovina ovliviiujici funkci mnoha nitrobunéénych proteinl
A, angstrom (jednotka délky 1*107"° m)
N1 o TP antibiotikum ampicilin
bis-ANS. ... .o 4,4°- bis (1-anilinonaftalen-8-sulfonat)
Cdc25C......oii i peptid odvozeny od fosfatasy Cdc25C

Da (Daltony)........cooeeiieiiiiiieieeeeeeeeeeeec s jednotky hmotnosti.(Jeden Da
predstavuje molarni hmotnost atomu vodiku, tj. pfiblizné 1 g*mol")
DEAE. ... e e e e e e e diethylaminoethyl
DN A e deoxyribonukleova kyselina
EF-hand.............oo motiv 2' struktury proteinti (helix-ohxb-helix)

EDT A e kyselina ethylendiamintetraoctova
FPLC ... e fast protein liguid chromatography
FRET.....oooeee fluorescenéni (Forsterliv) rezonanéni pfenos energie
= € T SRR isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

]| O kinasa
Mo, jednotka koncentrace, ekvivalentni molarni koncentraci (mol*dm™)
PAANAT ..., fosforylovana forma serotonin N-acetytransferasy
RN A e ribonukleova kyselina
S . dodecylsulfat sodny
TEMED......cco o N, N, N‘, N’ — tetramethylethylendiamin
TERT ... katalyticka podjednotka telomerasy
TS e tris (hydroxymethyl) aminoethan
WV e e e e hmotnostni zlomek
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Svoluji k zapUtjéeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena
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