Proteiny 14-3-3 jsou regulacni proteiny, které se vyskytuji v mnoha isoforméach ve vsech
eukaryotickych organismech a Gcastni se rady bunécnych déja. V této praci jsem se zabyvala
vlivem struktury ohybu H8-H9 u je¢émennych isoforem hv 14-3-3A a lidskych isoforem 14-3-37 na
afinitu k vazebnému partnerovi. Z drive publikovanych vysledkud vyplyva, Ze isoforma hv 14-3-3A
se vaze s nejmensi afinitou, coz maze byt zpasobeno pritomnosti glycinu v H8-H9 ohybu, na
rozdil od ostatnich isoforem, které maji na stejné pozici serin. Vazebnou afinitu jsem zjistovala
jak pro plvodni protein hv 14-3-3A WT, tak i pro jeho mutant, u kterého byl glycin v H8-H9
ohybu nahrazen serinem. Pro srovnani jsem take provedla méreni s lidskou isoformou 14-3-3t
WT, ktera v H8-H9 ohybu na studované pozici obsahuje serin, a jejiho mutantu, u kterého byl
tento serin nahrazen glycinem. Proteiny jsem exprimovala v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3) a
poté jsem je purifikovala. Disociacni konstanty pro vazbu peptidd pRaf zna¢enymi sondami FITC a
ATTO jsem ziskala pomoci metod fluorescencéni korelaéni spektroskopie a stacionarniho méreni
intenzity fluorescence. Z namérenych hodnot vyplyva, Ze v pripadé lidskych i je¢mennych
isoforem doslo po mutaci ke zhorseni afinty k vazebnému partnerovi.



