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1 UVOD

Proteiny 14-3-3 jsou regula¢ni proteiny, které se vyskytuji v mnoha isoformach
napii¢ vSemi eukaryotickymi organismy. Vazou mnoho riznych substratl, ¢imz reguluji
celou fadu bunéénych déji veetné bunécného cyklu, transkripce, kontroly genové exprese
¢i programované buné¢né smrti. Proteiny 14-3-3 jsou vysoce konzervované i v ramci
mezidruhovych isoforem a maji mnoho rtznych funkci v zévislosti na rtiznych druzich
vazaného substratu, hlavnim mechanismem je bud’ zména aktivity, nebo vnitrobunééné
lokalizace vazebného partnera proteinu 14-3-3. Proteiny 14-3-3 vazou mnoho druht
ligandi, které se G€astni mnoha riznych signélnich drah [1]. Zpisob regulace vazebnych

vlastnosti proteinti 14-3-3 je stdle predmétem vyzkumu.

Molekuly proteinu 14-3-3 maji dimerni strukturu a kazdy monomer je tvofen deviti
antiparalelnimi a-helixy, celkova struktura dimeru je velmi rigidni. Pfesto maji proteiny
14-3-3 veliké mnozstvi vazebnych partnerti a rizné isoformy vykazuji riznou vazebnou

specifitu [2].

V této praci jsem se zaméfila na studium vlastnosti ohybu mezi osmym a devatym
a-helixem (tzv. H8-H9 ohyb) u vybranych savéich a rostlinnych isoforem. Tato prace
navazuje na diplomou praci Mgr. Lucie Kohoutové, ktera byla obhdjena na katedie

biochemie v roce 2008 [3].
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2 Teoreticka cast

2.1 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou rodina regulacnich kyselych proteinti, které se nachéazeji ve
vSech eukaryotickych organismech [4]. Tim, Ze méni konformaci svych vazebnych
partnert, se ucastni mnoha biologicky diilezitych procest, jako regulace bunééného cyklu,

metabolismu, apoptosy a kontroli genové transkripce [4, 5].

Nézev pro 14-3-3 proteiny vznikl podle eluéniho a migra¢niho vzorce pifi dvou
dimensionalni DEAE-celusosové chromatografii a Skrobové gelové elektroforese [6]. Maji
velikost 28 az 33 kDa a tvori dimery. 14-3-3 proteiny jsou vysoce konzervované napiic
velkym mnozstvim eukaryotickych druhli, znichz mnoho organismi exprimuje vice

isoforem.

Je zndmo vice nez tfi sta proteind, které interaguji s 14-3-3 véetné riznych protein-
kinas (PKC, Raf, KSR, Ber, ASK 1), receptorovych proteint (glukokortikoidovy receptor,
GABA repceptor, insulin-like rastovy faktor), enzymu (tyrosin a tryptofan hydroxylasy,
nitratreduktasa, serotonin N-acetyl transferasa), molekuly podporujici strukturu (IRS-1,
calmodulin), proteiny regulujici buné¢ny cyklus a kontrolujici genovou expresi (TATA
box vazebné proteiny) a proteiny které kontroluji pribéh apoptosy (BAD, A20) [1]. Mnoho

interakci vSak stale zistdva neobjasnéno.

2.2 Struktura 14-3-3 proteint

2.2.1 Obecné viastnosti

Vsechny terciarni a kvarterni struktury lidskych isoforem uz byly vyfeSeny [7].
Z rostlinnych isoforem byla doposud vyfeSena pouze struktura 14-3-3-like protein
z Nicotiana tabacum [8] a nékolik 14-3-3 proteinii bylo vykrystalizovano pouze s jejich

vazebnym partnerem, piipadné od néj odvozenym peptidem [7, 8, 9, 10, 11].



Monomery 14-3-3 proteinti jsou tvofeny deviti antiparalelnimi helixy, které jsou
oznacovany H1-H9. Helixy jsou propojeny rtuzné dlouhymi ohyby. Helixu H1 pfedchazi
ruzn¢ dlouhy N-koncovy segment a za helixem H9 nasleduje C-koncovy segment. Zboku

pfipomina monomer pismeno L [7].

Molekuly 14-3-3 proteini se vyskytuji jako dimery [12]. Dimery vytvari
elektrostatické a hydrofobni interakce mezi aminokyselinami z helixd H1 a H2 z jednoho
monomeru a aminokyselinami z helixi H3 a H4 druhého monomeru, homodimer pak
zboku pfipomina pismeno U [7]. Spojenim dvou monomert vznika prostor, ktery je asi asi
35 A &iroky, 35 A hluboky a asi 20 A vysoky. V dimeru jsou dva vazebné zlabky, do
kterych se vazou ligandy a jsou orientovany naproti sobé [7]. Homodimer ma osu symetrie
C2 [13]. Aminokyseliny, lezici uvniti vazebného Zlabku, jsou zakonzervované napfic¢
isoformami, zatimco na povrchu dimeru, N-koncovém segmentu, C-koncovém segmentu a

v nékterych ohybech se aminokyseliny zna¢né 1isi [14].
Dimery se rozd¢luji na homodimery (dimer ze dvou stejnych isoforem), které se

vyskytuji napt. u lidskych isoforem 14-3-3c a y a heterodimery (dimer ze dvou rtuznych

isoforem), kterym davaji pfednost napft. lidskd isoforma €, nebo kvasinkové isoformy

BMH1a BMH2 [7, 12].

Obr. 2.2.1.1: Krystalova struktura homodimeru isoformy 14-3-3¢.

Na obrazku jsou vyznacené jednotlivé helixy (a1-09), jeden monomer je zobrazen ¢ervené a druhy modie [15].



2.2.2 Motivy pro vazbu 14-3-3 proteinii

Na 14-3-3 proteiny se vazebni partneii vdzou nejen pies sekvenci obsahujici
fosforylovany serin nebo threonin [9, 13, 16, 17], ale byla nalezena i fada
nefosforylovanych vazebnych partnert [8, 10]. VSichni vazebni partnefi vyuzivaji k vazbé

zakonzervovany vazebny zlabek.

Vazebny zlabek je tvotfen helixy H3, HS5, H7 a H9, z nichz helixy H3 a HS5 obsahuji
predev§im polarni, a helixy H7 a H9 hlavné¢ hydrofobni aminokyseliny [14]. Interakci
s fosforylovanym serinem nebo threoninem zprostiedkovavaji tfi pozitivné nabité
aminokyseliny, které jsou zakonzervované v jednom misté¢ vazebného zlabku. Vazebny

zlabek vyuzivaji v§ichni vazebni partnefi 14-3-3 proteinu [7].

Ligandy se déli na ¢tyfi vazebné typy podle sekvence zodpovédné za vazbu ke 14-

3-3 proteinu.

Typ | (elektrostatické interakce) ma sekvenci RSX(pS/pT)XP, kde X je libovolna
aminokyselina a pS/pT je fosforylovany serin nebo threonin. Tuto sekvenci obsahuje napf.

Raf-1 kinasa nebo nitratreduktasa [18].

Typ II (elektrostatické interakce) ma sekvenci RX(Y/F)X(pS/pT)XP, kde X je
libovolna aminokyselina a pS/pT je fosforylovany serin nebo threonin [17]. Prolin na
pozici +2 od fosforylovaného serinu nebo threoninu pravdépodobné zajiStuje pohyb
peptidového fetézce ven z vazebného zlabku. Tuto sekvenci obsahuje napt. serotonin N-

acetyltransferasa [19].

Typ III (elektrostatické interakce) ma sekvenci p(S/T)X;..-COOH, kde X je
libovolnd aminokyselina [20]. Tato sekvence se vyskytuje napf. u H'-ATPasy nebo
serotonin N-acetyltransferasy a zahrnuje fosforylované i nefosforylované C-koncové

sekvence proteinu [9, 19, 20, 21].

Typ IV (hydrofobni interakce) je vazba peptidu odvozeného od ExoS s ADP-
ribosyl transferasovou aktivitou z Pseudomonas aeruginosa. Jeho N-koncovy segment je
ohnut z vazebného zlabku a jeho sekvence probihd opacné nez sekvence vétsiny liganda
[8].

Kromé¢ ¢tyt vySe uvedenych typd je znadma jeSt€¢ vazba s uméle syntetizovanym
nefosforylovanym peptidem R18 pies sekvenci WLDLE, ktery je ve vazebném zldbku
orientovan opac¢né nez vétsina ostatnich ligandua [8 ,10].
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Obr. 2.2.2.1: Vazebny 7Zlabek monomeru 14-3-3( s navazanymi peptidy pRaf-259 (A) a R18
(B).

Monomery jsou znazornény v kulickové reprezentaci, peptidy v ty¢inkové reprezentaci. U peptidi je

vyznacen N a C-konec.

A) Ve vazebném zlabku jsou barevné odliseny aminokyseliny (modré-basické, Cervené-kyselé,
zelené-hydrofobni, tmaveé Sedé-polarni). Peptid pRaf-259 je znazornén zluté, zobrazen je

jen hlavni fetézec a fosforylovany serin.

B) Ve vazebném zlabku jsou Cervené vyznaceny konzervované aminokyseliny. Motiv

WLDLE z peptidu R18 je oznacen zelené [10].

2.2.3 C-koncovy segment

Za helixem H9 ihned nésleduje rizné dlouhy fetézec aminokyselin, ktery se ve své
sekvenci nejvice liSi napfi¢ isoformami. Tato oblast nevykazuje Zadnou elektronovou
densitu v krystalovych strukturach, nejspi§ proto, ze C-koncovy segment je velice
pohyblivy a zaujima velké mnozstvi konformaci, coz zptisobuje neuspofadanost v Krystalu
(obr. 2.3.1) [14, 22]. Mnoho studii ukazalo, Ze otaCenim se zpét do mista vazby peptid-
protein mize C-konec fungovat jako molekulovy regulator vazby 14-3-3-ligand [23].
Variabilita v C-koncovém segmentu je povazovana za jednu z pficin specifity isoforem 14-

3-3 proteint.



Obr. 2.2.3.1: C-koncovy segment (oznaceny ¢ervené).

Pozice C-koncového segmentu je v tomto piipadé ovlivnéna fosforylaci Thr232 [22].

C-koncovy segment se znacné odliSuje mezi isoformami jak sekvenci, tak riznou
délkou. Savéi isoformy maji C-konec krat$i nez rostlinné i kvasni¢né isoformy [24].
Kromé krystalografie byl C-koncovy segment zkouman také fluorescenénim meétfenim a
molekularné dynamickymi simulacemi, které ukazaly, ze C-konec je ulozeny ve vazebném
zlabku, odkud je vytésnén ligandem [14, 25], ¢imz se zméni jeho konformace a
pohyblivost [24]. To také ukazuje, ze C-koncovy segment ma funkci autoinhibitoru a

zabranuje nevhodnému ligandu navazani se do vazebného Zlabku [24, 25, 26].

Pti odstranéni 20 aminokyselin z C-koncového segmentu se zlepSila inhibice
fosforylované nitrat reduktasy u 14-3-3m, odstranéni dalSich péti aminokyselin zptisobilo
naopak neschopnost nitratreduktasu inhibovat [27]. C-koncovy segment je tedy ovliviiovan
posttransla¢nimi modifikacemi jako je zkraceni fetézce, a dale zprostiedkovava interakce

S ostatnimi bunéénymi faktory a tim ovliviiuje aktivitu 14-3-3 proteint [28].



Pfi odstranéni C-koncového segmentu ze 14-3-3( byl protein schopen véazat se na
Rafl a BAD s mnohem vétsi afinitou nez v ptivodni, nezkracené formé¢ [24]. U isoformy
14-3-3c z tabaku také doslo ke zlepSeni afinity k vazebnému partnerovi sacharose-6-
fosfatsynthase pii odstranéni ¢asti C-koncového segmentu [29]. Liu et al. zkoumali C-
konec u lidskych isoforem a ukazali, Ze napt. u lidské isoformy 14-3-31 se pfi odstranéni
patnacti aminokyselin z C-koncového segmentu vazba s Raf-1 kinasou a Cbl proteinem
naopak zhor$i, ale pfi odstranéni jenom dvou nebo péti aminokyselin zlstala afinita
neovlivnéna [30], stejné jako odstranéni deviti aminokyselin z C-koncového segmentu 14-

3-3n neovlivnilo vazbu k Raf-1 kinase a Bcr proteinu [31].

U je¢menné isoformy 14-3-3A dochazi k odstranéni ¢asti C-koncového segmentu
ptirozené. Deset nebo dvanact aminokyselin je odStépeno pfi kliceni embrya a v rostling
jsou potom pfitomny obé formy 14-3-3 proteinu, jejichZz zastoupeni se lis§i v riznych

¢astech rostliny. U dalSich jeémennych isoforem nebylo toto $t€peni pozorovano [28].

2.2.4 Ohyby mezi helixy H1-H9

Spolu s C-koncovym segmentem a N-koncovym segmentem jsou nékteré ohyby
mezi helixy rovnéZ mezi jednotlivymi isoformami odlisSné, coz vede k isoformové

specifité.
Ohyb H1-H2 je zakonzervovany u v§ech isoforem, rostlinnych i savéich [7].
Ohyb H2-H3 se mezi isoformami 1isi sekvenci aminokyselin i délkou [32].

Ohyb H3-H4 je odlisny u lidskych isoforem, kde se v helixu H3 u nékterych
1soforem vyskytuje fosforylacni misto Ser58. Fosforylace na misté Ser58 byla objevena u
isoforem 14-3-38, 14-3-3n a 14-3-3C [5]. Fosforylace na tomto misté zplsobuje, Ze se

rozpada dimer na monomery, toto fosforylaéni misto tedy lezi na rozhrani monomeru [33].
Ohyb H4-HS5 je konzervovany napii¢ isoformami. U lidské isoformy 14-3-3c byl

objeven kation, vdzany ptes histidinovy zbytek tohoto ohybu. Na stejném misté se histidin

nachazi i u rostlinnych isoforem [12].
Ohyb H5-H6 je konzervovany u vyssich rostlin.

Ohyb H6-H7 je konzervovan u vysSich rostlin i u kvasinek. Podle reakci
s protilatkami se predpoklada, ze se ohyby H5-H6 a H6-H7 1i$i mezi isoformami ze dvou

evoluc¢nich skupin z huseni¢ku rolniho [34].



Ohyb H7-H8 je dulezity zejména pro lidské isoformy. Nachazi se zde fosforyla¢ni
misto Ser184, na kterém je fosforylovan 14-3-3(, 14-3-3p a 14-3-3¢ [5].

Ohyb H8-H9 bude popsan v samostatné kapitole.

Ohyb H9 ptfedchazi variabilnimu C-koncovému segmentu. U lidskych isoforem 14-
3-3C a 14-3-3t se zde nachazi fosforylacni misto T232/S232. Toto misto muize byt
fosforylovano kaseinkinasou Io. nebo Ber kinasou [35, 36] a tato fosforylace ovliviiuje
konformaci C-koncového segmentu 14-3-3C [22]. K fosforylaci mista Ser234 dochazi u

kvasni¢nych isoforem a také nékterych rostlinnych isoforem [37].

2.2.4.1 Ohyb H8-H9

Ohyb H8-H9 se nachazi blizko vazebného zlabku. Ohyb obsahuje motiv ,,EF hand-
like®, coz znamena helix-otacka-helix, u tohoto ohybu je v§ak motiv otoc¢eny. Ohyb H8-H9
je nejdelsi ze vSech ohybu 14-3-3 proteinti, tvofi ho 12 aminokyselin o sekvenci:
LD(T/S)L(G/S/N)E(E/D)SYKDS. V piitomnosti aminokyselinového zbytku G, S nebo N
se jednotlivé isoformy 1i8i, vSechny tfi najdeme u rostlinnych isoforem, zatimco u lidskych

se vyskytuje jen serinovy nebo asparaginovy aminokyselinovy zbytek.

Ohyb H8-H9 dokaze vazat ionty kovi. Tento jev byl potvrzen u 14-3-3®
Z husenicku rolniho [26, 27] a je pravdépodobné, Ze se vyskytuje 1 u dalSich isoforem.
Pfitomnost kationtii Ca®* a Mg?* ovliviluje vazbu peptidit odvozenych od nitratreduktasy a
H*-ATPasy z plazmatické membrany, kdy s rostouci koncentraci kationtii roste afinita
k ligandim. Pro inhibici nitratreduktasy isoformou hv 14-3-3A je pfitomnost
dvoumocného kationtu nutnd, zatimco ostatni je¢menné isoformy (hv 14-3-3B a hv 14-3-

3C) inhibuji nitratreduktasu i bez pfitomnosti dvoumocnych kationtt [18].

wrwe

strukturni zmény 14-3-3 proteinu, pii kterych dojde ke zméné konformace C-koncového
segmentu [26, 27, 34]. Protoze v jeémenné isoformé 14-3-3A se v H8-H9 ohybu vyskytuje

glycinovy zbytek, uvazuje se, zda to neovliviiyje strukturni zmény [34].

Kromé iont kovli se do H8-H9 ohybu vazou i samostatné ligandy. Bylo ukazano,
7ze H8-H9 ohyb se podili na vazbé serotonin-N-acetyltransferasy (AANAT) [9], peptidu
odvozenym od Ex0S [8] a bylo ukazano, Zze 14-3-3c se skrz ohyb H8-H9 tcastni na vazbé
ligandu Cdc25C [27].

10



U jeCmennych isoforem byla pozorovana specifita jednotlivych isoforem
Kk nitatreduktase. Hv 14-3-3A, ktera v H8-H9 ohybu obsahuje na misté 216 glycinovy
zbytek, nitratreduktasu témét neinhibovala na rozdil od isoforem hv 14-3-3B a hv 14-3-
3C, které maji na misté 216 serinovy zbytek. Kdyz byl cilenou mutagenezi do hv 14-3-3A
vnesen serin na misto G216, vedlo to u této isoformy ke srovnatelné schopnosti inhibice
nitratreduktasy jako u druhych dvou isoforem [18]. U sav¢ich isoforem se glycin v H8-H9
ohybu nevyskytuje, coz by mohlo znamenat, ze pfitomnost této aminokyseliny mtze hrat

roli ve specifité rostlinnych isoforem [34].

Bylo experimentalné prokazano, ze H8-H9 ohyb ovliviiuje specifitu isoforem [18,

12, 13, 29, 32, 43], ackoli veskeré molekularni mechanismy nejsou znamy.

2.3 Isoformy 14-3-3 proteini

14-3-3 proteiny se vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech, na rozdil od
organismu prokaryotickych, ve kterych nebyly objeveny zadné [38]. 14-3-3 proteiny se
nalézaji napfi¢ celym spektrem eukaryotickych organismi, od kvasinek ptes rostliny az po
savce, a vV kazdém organismu je exprimovano vice isoforem. Isoformy si byvaji vétSinou
velice podobné, ackoli se nejedna o tzv. sestiihové (splicing) varianty, naopak isoformy
jsou kodovany geny na ruznych chromozomech [38]. Pro¢ existuje takové mnozstvi

navzajem si tolik podobnych isoforem zlstava stale otazkou.

Mezi v§emi isoformami napfi¢ vSemi organismy existuje vysoka konzervovanost ve
vazebném misté, mistech pro tvorbu dimeru a stabilizaci terciarni struktury. Ve vztahu ke
svym ligandim jsou isoformy vétSinou vysoce specifické. Rozdily mezi isoformami
zpusobuje jejich odlisna struktura. Isoformy se 1i8i v zastoupeni aminokyselin, diky kterym
se li$i i rozeznavani a afinita k riznym ligandim [12, 17, 18]. Na specifit¢ se podili i
tvorba heterodimeri ¢i homodimerd, protoZe v heterodimerech je mozno vice kombinaci a
tim padem je vice moznosti ve specifité k ligandim [12]. Dalsi zptsob ovliviiovani
specifity isoforem jsou posttranslacni modifikace 14-3-3 proteintl, jako napt. odstépovani

¢asti C-koncového segmentu [28], nebo fosforylace v molekule 14-3-3 proteini [36, 40].

U nékterych isoforem bylo zjisténo, Ze maji podobné vazebné vlastnosti vici
ligandim, napt. u Drosophily melangoster muze nadprodukovana isoforma 14-3-3(

casteCné nahradit isoformu 14-3-3¢, jejiz nedostatek by mohl vést ke smrti embrya [41],
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podobné vlastnosti maji i nékteré lidské isoformy [13]. Castéji se viak isoformy lisi
Vv afinité ke stejnému vazebnému ligandu, jak je tomu u rostlinnych i lidskych isoforem
[12, 18]. Zlidskych isoforem se nejvice odliSuje 14-3-3c0, ktera nedokaze tvofit

heterodimery, zatimco vétSina ostatnich isoforem ano [18].

2.3.1 Isoformy 14-3-3 proteinii v organismech

Isoformy 14-3-3 proteint se vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech. Dvé
jsou pritomny u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, které se oznac¢uji BMH1 a BMH2
[42] a shoduji se v 93% aminokyselinové sekvence. Nejvice isoforem bylo objeveno
Vv rostlinné fi8i, a to u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), u kterého je znamo 13

isoforem, ale gentl, kodujicich 14-3-3 proteiny u néj bylo nalezeno 15 [34, 43].

V této praci jsem se zabyvala lidskymi a je¢mennymi isoformami, které jsou

popsany nize.

U cloveka bylo zatim identifikovano sedm isoforem, které se oznacuji pismeny
fecké abecedy B, v, €, , m, T a 6. Vyskytuji se hlavné v mozku, kde tvoii az 1% ze vSech
rozpustnych proteint. Od isoforem B a { se v mozku vytvafteji jejich fosforylované formy,
které vznikaji fosforylaci Ser184 (podle isoformy () a oznacuji se a a o6 [5, 9]. 14-3-3
proteiny se vyskytuji i vjinych tkanich, napf. isoforma 14-3-3c se vyskytuje
v epithelialnich buiikach a je tkanové specificka. Tato isoforma ma spojitost s rakovinou
[44]. V T-bunkach imunitniho systému se vyskytuje isoforma 14-3-31, ktera se v malé mite

vyskytuje i v mozku [5].

Je¢men Hordeum vulgare obsahuje pét isoforem, které se oznacuji velkymi
pismeny A, B, C, D a E. Obsah téchto isoforem se 1i8i v rtiznych ¢astech rostliny. Isoformy
se li§i ve vazb€ k ur¢itym ligandlim, napt. 14-3-3A neni témé&f schopny inhibovat nitrat
reduktasu narozdil od ostatnich je€mennych isoforem, coz miize byt zplisobeno rozdilnou
aminokyselinovou sekvenci v ohybu H8-H9 [18]. Na obrazku 2.3.1.1 je sekven¢ni

srovnani lidskych a jeémennych isoforem.
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14-3-34 WT MSTAEATREENVYMAKLAEQAERYEEMVEFMERY AR TADVGELTVEERNLLSVAYENYIG

14-3-3Z_UT ~ ——— MDENELVOEAKL AEQAERYDDNAACHESYTEQG——AELSHEERNLLSVAYENYVG
S ¥ EEEEENENENNE R X X JHHE T EAEENEENEXNNN ' X
14-3-34_UT ARRASWRIISSIEQKEESRGNEAYVASTKEYRTRIETELSKICDGILELLDSHLVESATA
14-3-37_WT ARRSSWRYVSSIEQKTEG——AEKKQOMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASO
W RN EEENEE X * DWW MEENE XN W N X ¥
14-3-34_WT AESKVFYLEMEGDYHRYLAEFKAGAERKEAAENTLVAYESAQDI ALADLPTTHE IRLGLA
14-3-3Z_WT AESKYFYLEMEGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDOSOQATQEAFEI SKKENQPTHPIRLGLA
JEIE NN NIEE - HNXENE K HE ;K R *¥ X X L . 636 36 363 3333
14-3-34_WT LNFSYFYYEILNSPDRACNLAKQAFDEAI AELDSLGEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSD
14-3-3Z_WT LNFSYFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLSEESTEDSTLIMOLLRDNLTIWTSD
JEIEHINIIEIENNENENIEINE - X NN HXNENENEXNENE *T************************
14-3-34_WT NAEEGGDEIKEAASKPEGEGHS
14-3-3Z_0T TQGDEAEAGEGGEN——————

Obr. 2.3.1.1: Srovnani sekvenci u isoforem hv 14-3-3A WT a 14-3-3{ WT.

Glycin na pozici 216 u je¢menné isoformy 14-3-3A WT a serin na pozici 207 u lidské isoformy 14-
3-3 { WT (oba zbytky se nachazeji v ohybu H8-H9) jsou oznaceny Sipkou. Hvézdicka pod sekvenci
oznacuje shodné aminokyseliny, te¢ka a dvojtecka oznacuji aminokyseliny s podobnymi

vlastnostmi.

2.4 Funkce 14-3-3 proteinu

2.4.1 Vazba proteinu 14-3-3 s vazebnym partnerem

Kromé flexibilniho C-koncového segmentu jsou molekuly 14-3-3 proteini velice
rigidni, coz je zplsobeno zakonzervovanou aminokyselinovou sekvenci a nevazebnymi
interakcemi mezi helixy, konzervované ¢asti jsou vidét na obr 2.4.1.1. Molekuly 14-3-3
proteinli tvofi dimery, coz je zfejmé velice dilezité pro jejich funkci, respektive afinitu

k ligandtim.
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Obr. 2.4.1.1: Struktura lidské isoformy 14-3-3( s vyzna¢enymi konzervovanymi ¢astmi.

Aminokyseliny konzervované napii¢ véemi isoformami jsou vyznaceny tmavé Sedou barvou [2].

Detailni analyza krystalli fosfopeptidu navdzaného na 14-3-3 protein a nasledné
hledani v peptidovych knihovnach ukazaly dva zakladni motivy zodpovédné za interakce
mezi 14-3-3 proteiny a jejich vazebnymi partnery. Prvni motiv se nazyva mode 1 a ma
sekvenci RSXpSXP, druhy motiv, mode 2 ma sekvenci RX(Y/F)XpSXP (X je jakakoli
aminokyselina s vyjimkou cysteinu) [13, 16, 17].

Fosforylovany serin ¢i threonin se vaze na vazebného partnera v amfipatickych
Zlabcich na okraji centralniho kanalu dimeru, ¢imz se dostane do konformace hlavniho
fetézce [10, 13, 17]. Fosfatova skupina fosfoserinu a fosfothreoninu je navazana solnymi
mustky na postranni fetézce R56, R127 a K49 a vodikovou vazbou na hydroxylovou
skupinu Y128 [17]. Zménu ve sméru fetézce zpusobuje prolinovy zbytek ve fosfopeptidu
(obr2.4.1.2) [12].
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Obr. 2.4.1.2: Detail krystalové struktury lidské isoformy 14-3-3(, ve které je navazan
fosfopeptid ARSHpPSYPA.

Fosfopeptid je zobrazen v ty¢inkové reprezentaci [2].

Mnoho vazebnych partnerti obsazuje vice nez jeden vazebny motiv 14-3-3 proteinu.
V dimeru jsou pfitomny dva vazebné zlabky, coZz znamend, ze muze véazat dva
fosforylované motivy najednou, takze vazba s ligandem je efektivnéjsi [45, 46]. Peptid,
ktery obsahuje dva 14-3-3 vazebné motivy vaze az tficetkrat 1épe nez peptid s pouze
jednim vazebnym motivem [17]. Na zakladé téchto vysledki byl navrzen model pro vazbu
14-3-3 protein-ligand, kde se ligand navaze pomoci tzv. hlavniho vazebného motivu, ktery
je oproti ostatnim motivim dominantni k jedné monomerni podjednotce 14-3-3 proteinu.
Potom se ptipojuji slabsi sekundarni motivy ke druhé podjednotce. Timto zplisobem se

dalsi podjednotky mohou vazat do mist, kterd jsou nepfistupna v monomerné vazané forme
[1].

Podle Bridgese a Moorheada se funkce 14-3-3 proteint déli do tfi moda Cinnosti,

které jsou popsany nize.
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2.4.1.1 Zména konformace vazebného partnera

Diky rigidnimu charakteru dimeru mtize molekula 14-3-3 puasobit jako misto, na
kterém se méni konformace vazebného partnera-proteinu. To plati zejména pro enzymy, u

kterych zména konformace miize ovlivnit jejich enzymové vlastnosti [47].

Piikladem tohoto typu regulace je 14-3-3 protein-dependentni aktivace serotonin N-
acetyltransferasy (AANAT) [9, 48]. Tento enzym je ve své nenavazané form¢ téméft
neucinny, protoze ma velice nizkou afinitu k substratu. Fosforylovany 14-3-3 protein se
vaze a stabilizuje AANAT v misté, které je dulezité¢ ve vazbé k substratu Tato strukturni

stabilizace zvysi afinitu k substratu a aktivuje enzym [9].
2.4.1.2 Odkryvani ¢i zakryvani specifické sekvence vazebného partnera

14-3-3 proteiny dokazou maskovat dilezitd mista na povrchu cilového proteinu.
Nékolik vazebnych partnert (FOXO transkripéni faktory) napiiklad obsahuje jadernou
lokaliza¢ni sekvenci (NLS), ktera je velice podobna 14-3-3 vazebnému motivu. Navazani
14-3-3 proteinu inhibuje interakci mezi NLS a dulezitymi jadernymi procesy, ¢imz blokuje

jadernou lokalizaci téchto proteini [49, 50, 51].
2.4.1.3 Stimulace protein-protein interakci

Molekula 14-3-3 proteinu muze pusobit jako stabilizujici molekula, kdyz ukotvi
dva riizné proteiny u sebe, ¢imz stimuluje protein-protein interakce. Jeden monomer 14-3-
3 navaze prvni protein a jind podjednotka navaze druhy protein. Jako piiklad téchto
interakci lze uvést interakci mezi Tau a glykogen syntas-kinasou 3, nebo Ron receptor

tyrosin kinasu a 6p4/6p1 integrin [52, 53].
2.4.2 Regulace 14-3-3 proteinii

14-3-3 proteiny jsou exprimovany ve vSech tkanich (krom¢ isoformy 14-3-3c, ktera
se exprimuje pouze Vv ephitetalnich bunkach) a vazou se k cilovym vazebnym partnerim

s podobnou afinitou. Vazebné vlastnosti 14-3-3 proteinti jsou regulovany post-translacnimi

modifikacemi, zejména fosforylaci, a vazanim kofaktort [47, 54, 55].
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2.4.2.1 Fosforylace 14-3-3 proteini

Ze vsech post-transla¢nich modifikaci je fosforylace nejlépe prozkoumana a je
nejlépe objasnénym mechanismem regulace [5, 56]. Mezi isoformami nejsou fosforyla¢ni
mista zakonzervovand, coz znamend, ze fosforylace mize jednotlivé isoformy regulovat
specificky. Fosforylace probiha pomoci nékolika serin/threonin kinas na ¢tyfech mistech
14-3-3 proteind [5, 54, 56]. Dv¢ fosforyla¢ni mista jsou umisténa na povrchu dimeru, jsou
to Ser58 a Ser63 (Cislovano podle 14-3-3(), pfiCemz Ser58 urCuje utvaieni 14-3-3
monomeru [33, 58], coz mize mit vliv na funkci proteinu. Dalsi dvé fosforylacni mista,
Ser184 a Ser/Thr232, se nachazeji v blizkosti vazebného zlabku a jejich fosforylace vede

ke snizeni schopnosti vazat ligandy [22, 35, 40, 59].

Fosforylacni misto Ser/Thr232 se nachazi na C-koncovém segmentu, ktery se
nejspi$ Gcastni regulace vazby s ligandem [14, 24]. Struktura C-koncového segmentu je
stale neznama, protoze vzhledem k veliké flexibilité regionu neni vidét na krystalovych

strukturach [9, 13, 14, 17, 60].

Na mnoha isoformach bylo ukazano, ze fosforyluji pfednostné na misté Ser/Thr232.
Napriklad 14-3-3 a 14-3-3t jsou fosforylovany na mist¢ Ser/Thr232 kasein kinasou la
[35], nefosforylovany 14-3-3( se vaze na Raf-1 kinasu a v piipadé fosforylace se vazba
inhibuje [61]. Pti fosforylaci Ser/Thr232 dochazi také k inhibici vazby fosfopeptidu na C-

koncovy segment.
2.4.2.2 Nefosforylované vazebné motivy

Nekteré proteiny interaguji s molekulami 14-3-3 proteint i bez fosforylace. Jedna
se napf. o Raf kinasu, kterd se miiZze vazat 1 misty bohatymi na cysteinové zbytky, stejné
tak i Bcr kinasa. Mechanismem nezavislym na fosforylaci se vaze také peptid R18, ktery se
vaze pres sekvenci Asp-Ala-Leu-Asp-Leu. Peptid R18 ma vysokou afinitu vaci 14-3-3

proteintim [62].

Vazebné interakce muze regulovat také acylace. K t¢ dochazi pfi vazbé CDS81 na
14-3-3¢ [63]. Tento signalni protein je tak muZze byt regulovan 14-3-3 proteinem

Vv zavislosti na redoxnim potencialu buriky.
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3 Cile prace

1) Provést heterologni expresi v bakteriich E. coli a naslednou purifikaci proteint:

2)

3)

- je¢menné isoformy hv 14-3-3A WT

- je¢menné isoformy hv 14-3-3A s mutaci G216S
lidské isoformy 14-3-3C WT

lidské isoformy 14-3-3( s mutaci S207G

Porovnat disocia¢ni konstanty komplexti vySe uvedenych proteint s peptidem
pRaf-259 oznatenym sondou ATTO, metodou fluorescenéni korelacni

spektroskopie (FCS)

Porovnat disocia¢ni konstanty komplexti vySe uvedenych proteint s peptidem
pRaf-259, znacenym sondou FITC, metodou stacionarniho meéfeni intenzity

fluorescence
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4 Prakticka cast

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

B-merkapto ethanol ..........cccooiiiiiicc e Roth (Karlsruhe, SRN)
T L0 TSSO Roth (Karlsruhe, SRN)
AKIYIAMIA ..o s Roth (Karlsruhe, SRN)
amPpICHlin o Biotika (Slovenska L upca, Slovenska republika)
boritd Kyselina..........covveiiiiiiiiiiiceceece e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
bovine serum albumiNg .........cocoiiiiiice e Sigma Aldrich (USA)
bromfenolova MOdE........ccoiviiiiiiiiieiiee e Sigma (St. Louis, USA)
Coomassie Brilliant Blue R-250 ..........cccoeiiiiiiiiiiieieccee e Roth (Karlsruhe, SRN)
dihydrogenfosforecnan draselny..........c.cccoooviriiiiiennnnns Lachema (Neratovice, Ceska republika)
1,4-dithiothreitol (DTT) ..ciieiiee e Roth (Karlsruhe, SRN)
dodecylsulfat SOAnY (SDS) ...c.eoiiiiiiiiiiieiiee s Roth (Karlsruhe, SRN)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného .......... Lachema (Neratovice, Ceska republika)
EDTA (ethylendiamintetraoctova Kyselina) .........c.ccovvervriiiieneiicneennn. Roth (Karlsruhe, SRN)
EthaNOl.......ooi Lachema (Neratovice, Ceské republika)
ethidium DromMId.........ccooiiii e Sigma (St. Louis, USA)
GIYCEION . Penta (Chrudim, Ceska republika)
GIYCIN (i Duchefa Biochemie (Haarlem, Nizozemsko)
heptahydrat siranu nikelnat€ho .............cccoooiiiiiiiiiiinen, Penta (Chrudim, Ceské republika)
hydroxid SOANY .......cccovviiiiiiiiiii Lachema (Neratovice, Ceska republika)



chlorid draselny.........ccccooeiiiiiiiiniii Lachema (Neratovice, Ceska republika)

ChloTid SOANY.....ciiviiiiiiiiic Penta (Chrudim, Cesk4 republika)
chlorovodikova kyselina.........ccccooceviiiiiniiiniiiicniieen, Lachema (Neratovice, Ceska republika)
IMIAAZOL ... e Roth (Karlsruhe, SRN)
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktosid) .........ccceoerenieiiniieeseeseee e Roth (Karlsruhe, SRN)
ISOPIOPANOL.....civiiiiiiieieii e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
LB Agar (LUra/MIlIEr) ......oovveee e Roth (Karlsruhe, SRN)
LB Medium (LUria/Miller) ........cooiveiiiiece e Roth (Karlsruhe, SRN)
[YSOZYIM .. s Serva (Heidelberg, SRN)
MEhANOL.......ooiic e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
N, N-methylen-bis-akrylamid............c.cccoveiiiieiiiiicicceece e Roth (Karlsruhe, SRN)
0CtOVA KYSEIING ..o.veiviiiiiiiicc e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
peptid pRaf-259 znaceny ATTO.....cccoovriiiriiiiiiiieeee e ATTO-TEC(Siegen, SRN)
peptid pRaf-259 znaceny FITC.......cccooeveiiiininiiiceec s EZBiolab (Westfield, USA)
PEroXOdiSIran amMONNY .........oiiiiriiieieieese e Roth (Karlsruhe, SRN)
TEMED (N,N,N*,N*“-tetramethylethylendiamin) ..............c.cccceeevevernnne. Roth (Karlsruhe, SRN)
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) ..........cccccoviiieiinincnncne Roth (Karlsruhe, SRN)
4.1.2 Material

dialyza¢ni membrana (typ 27/37) (cut off 14000) ........ccceevvrveneiinernnnn. Roth (Karlsruhe, SRN)
E.coli Kmen BL2L(DE3) ......cooiiiiiiiiirierie e Stratagene (La Jolla, USA)
filtry Rotilabo-Spritzenfilter (PVDF) (0,45 pm) .....cooovvvvieniiiiiniciieins Roth (Karlsruhe, SRN)
Chelating Sepharose Fast FIow............cccccceeiiennne Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit........ccooooiiiiniiiiiieeeenees Genomed (LOéhne, SRN)
kolony pro HPLC........ccoo e Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
KONCENIIAtOT CENEIION ...ttt Millipore (USA)



KFemMenne KYVeLY .......ooviiiiiiiie e Agilent (Santa Clara, USA)
kyvety Lab-Tek Chambered Covereglass..........ccuveiverenieiienesieseene e Schoeller (SRN)

Lambda DNA-HindlIlI Digest

(standard pro agarosovou elektroforesu) ...........c.cce...... New England Biolabs (Ipswich, USA)
6x Loading Dye SOIUtION ... Fermentas (Burlington, Kanada)
MonoQ Sepharose Fast FIOW..........cccccovviiiinennene, Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
nylonove filtry (0,45 [M)...ccoivreiiiieieeie e Whatman (New Jersey, USA)
Precision Plus Protein Standards (pro SDS-PAGE) ........c.ccccceviienen. Bio-Rad (Hercules, USA)
Superdex 75 prep grade ........cccceeeeeieneninienieeeenns Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)

4.2 Pristroje

Analytické vahy RTIO0P .........ccooiiiiiiiiiiiieee e Sartorius (Goettingen, SRN)
Centrifuga 5804 R (rotor A-4-44)-zakoncentrovani proteind......... Eppendorf (Hamburg, SRN)
Centrifuga Biofuge 28 RS (rotor 3746)-sonikat ..................... Heraeus Sepatech (Hanau, SRN)
Centrifuga K80 (rotor S6/6,6)-centrifugace bun€k............coovvvrvrirnnnn, MLW (Leipzig, SRN)
DEtektOr PE SPAD.........cooiiiiiiieieee et Perkin Elmer (Kanada)

epifluorescencni konfokalni mikroskop

MiICIOTIME 200 ...ttt et reeae e (PicoQuant, SRN)
Horizontalni agarova elektroforesa...........c.cccooveniiiiicnnnnnne. Omni-Bio (Brno, Ceska republika)
HPLC AKTA ..o Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
Numinator UVT 14-M ..o Herolab (Weisloch, SRN)
Imerzni 0bjektiv (1.2 NA 60X) ..ociviiiiieiiieiieiiieee e Olympus (Japonsko)
INKUDALOT ... Melag (Berlin, SRN)
Magneticka michacka Variomag Maxi, Komet.................. Thermo Scientific (Waltham, USA)
MasterCycler personal ... Eppendorf (Hamburg, SRN)
Peristaltickd pumpa.........cccovieiiiiiiie Ismatec (Glattbrugg, Svycarsko)



PH metr JENWay 3505 ........ooiiiiiiiie e Felsted (Velka Britanie)

Pulsni diodovy laser (LDH-P-C-470, 470 NM) ...ccoovieiiiieiieieeeseenie e PicoQuant (SRN)
Sada optickYCh fIltrT ....ccveiieieeie e Omega Optical (USA)
Sonikator Sonicator3000 MiSONiX .........cccevereeresreesivereeanenns Cole-Parmer (Vernon Hills, USA)
Spektrofluorimetr Photon Counting Spektrofluorimetr PC1.................. ISS (Champaign, USA)
Spektrofotometr Agilent 8453 .........cooiiieiiie Agilent (Santa Clara, USA)
Tiepacka HT Multitron.........ccccovviiiiiiiiiiie e Infors (Bottmingen, Svycarsko)
Vertikalni polyakrylamidova elektroforesa ...........ccocevereneiiininniinnnnnn, BioRad (Hercules, USA)
VOIEX ZX3 ..ottt Velp Scientifica (Milan, Italie)
Zdroj pro horizontalni elektroforesu..........c.ccovverinivinnennne Omni-Bio (Brno, Ceska republika)
Zdroj pro vertikalni elektroforesu Consort EV243..........ccccoooiiiiiiinnnne Sigma-Aldrich (USA)
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4.3 Metody

4.3.1 Transformace kompetentnich bunék

Roztok plasmidové DNA o objemu 1 ul byl pfidana ke 30 pl kompetentnich bunék,
v tomto ptipad¢ k E. coli kmen BL21(DE3). Bunky byly inkubovany 20 minut na ledu pfi
teploté 0°C. Potom se buiiky ponoftily na 45 sekund do vodni 1azné o teploté 42°C (teplotni
Sok zpusobi rozruSeni bunéfnych stén) a potom se inkubovaly 2 minuty opét pii 0°C.
Nésledné k nim bylo pfidano 0,5 ml LB média a byly inkubovéany v tiepacce za
konstantniho tfepani 180 rpm pii 37°C po dobu jedné hodiny. Nakonec byly bunky
preneseny na misku s agarem, ktery obsahoval antibiotikum ampicilin ve finalni
koncentraci 100 pg/ml, které pasobi jako selek¢éni faktor (tento kmen bunék je vici
ampicilinu resistentni.) Bunky na agarové misce byly inkubovany 12-16 hodin

Vv inkubatoru o teploté 37°C.

Misky se skladuji pfi 4°C a zabezpeCeny proti vyschnuti. Pro dlouhodobé

skladovani bun¢k slouzi glycerolové roztoky.
4.3.1.1 LB médium

LB médium je vyzivné médium uréené pro rust bakterii a to zejména Escherichia
coli. Vyuziva se hlavné k ptipravé plasmidové DNA a rekombinantnich proteint.
Piipravuje se z 25 g LB média (10 g tryptonu, 5 g kvasniéného extraktu, 10 g NaCl), které

se doplni do 1 1 vodou, nasledné se upravi pH na 7,4 a LB médium se vysterilizuje.
4.3.1.2 LB agarové misky

Misky s agarovym gelem se ptipravuji z35 g LB agaru (10 g tryptonu, 5 g
kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl a 15 g agaru), do 1 1 se doplni destilovanou vodou a
nechaji se vysterilizovat. Po ochlazeni se pfida ampicilin do finalni koncentrace 100 pg/ml

a roztok se rozlije na Petriho misky v mnozstvi 15 ml na misku.
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4.3.1.3 Glycerolovy roztok

Pro dlouhodobé skladovani bun¢k se piipravuje glycerolovy roztok. Pfes noc
narostla bakterialni kultura o objemu 700 pl se smicha s 300 ul sterilniho glycerolu a

uchovava se pii -80°C.

4.3.2 Kultivace bunék v 5 ml LB média

Bunky je tieba namnozit v5 ml LB média, aby mohla byt provedena isolace
plasmidové DNA, pfipraven glycerolovy roztok bun¢k nebo pieneseni kultury do vétsiho

mnozstvi LB média za ucelem exprese rekombinantiho proteinu.

Z LB agarové misky s narostlymi koloniemi bakterii byla sterilnim platinovym
o¢kem prenesena kolonie do zkumavky s 5 ml LB média a ampicilinem 0 koncentraci
100 pg/ml. Bunky byly inkubovany v tfepacce za konstantniho tfepani 180 rpm po dobu
12-16 hodin pfi teploté 37°C.

4.3.3 Isolace plasmidové DNA

Zbuneék kultivovanych pfes noc v5 ml LB média byla provedena isolace
plasmidové DNA pomoci soupravy JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed, SRN)

podle ndvodu vyrobce.

Nejdiive byla k butkdm pfiddna RNAsa. Potom byly buniky lysovany roztokem
NaOH a SDS a neutralizovany octanem sodnym, diky ¢emuz doSlo k precipitaci proteinti a
chromatinové DNA, které byly odstranény centrifugaci. Néasledné€ byl supernatant nanesen
na kolonku se silikdtovym filtrem a centrifugovan, plasmidova DNA se navézala na filtr.
Kolonka byla promyta 2x ethanolem (roztoky GX a G4) a plasmidova DNA byla poté
eluovana TE pufrem ohfatym na teplotu 65°C. Plasmidova DNA byla v TE pufru

zamrazena a skladovana pii teploté -20°C.

Centrifugace byla provadéna pii 16 100 g.
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Slozeni pouzivanych pufrt dle vyrobce:
G1: 50 mM Tris-HCL (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAsa A
G2: 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)

G3: acetat a guanidin chlorid
GX: guanidin chlorid, ethanol
G4: ethanol, NaCL, EDTA, Tris-HCI

TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ImM EDTA

4.3.4 Horizontdlni agarosova elektroforesa

Horizontalni agarosova elektroforesa se pouziva pro kontrolu kvality, Cistoty a

celkové velikosti plasmidové DNA.

1% agarosovy gel byl pievrstven 1x TBE pufrem. Do jamek, vzniklych vyndanim
hiebinku byly naneseny vzorky (5 pl isolované plasmidové DNA smichané s vodou a s 6x
koncentrovanym vzorkovym pufrem 6x Loading Dye Solution, Fermentas) a standard
molekulovych hmotnosti (rizn€ dlouhé molekuly DNA o zndmé velikosti) smichany
svodou a 6x koncentrovanym vzorkovym pufrem. Elektroforesa probihala pii 70 V 45
minut. Gel byl nasledné barven 10 minut v roztoku ethidium bromidu a nakonec kratce

odbarven ve vodé.

Slozeni roztokii:
1x TBE pufr: 40 mM Tris-HCI (pH 8,0), 90 mM H3BO3;, 2mM EDTA (pH 8,0)

Ethidium bromid: 0,01% (w/v) ethidium bromid

4.3.5 Sekvenace DNA

Pro ovéfeni spravné sekvence v plasmidu byly vzorky pfedany Dr. J. Felsbergovi
v laboratofi Mikrobiologického tistava AV CR, v.v.i., kde byla provedena sekvenace
dideoxynukleotidovou metodou.
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4.3.6 Heterologni exprese proteinii v E. coli

Exprese rekombinantnich proteini byla provadéna bakteriich E. coli, kmen
BL21(DE3). Tento kmen nese ve svém bakteriochromosomu gen pro T7 RNA-
polymerasu, ktery je fizeny lac-operonem. Jako induktor se ptidava IPTG (isopropyl-B-D-
galaktosid), ktery uvolni lac-represor z lac-operatoru, ¢imz dojde k indukci exprese T7
RNA-polymerasy. Ta rozpoznava T7 promotor, kterym je v pET-15b vektoru fizena

exprese proteinu.

Kultura bakterii byla inkubovéana ptes noc v 5 ml LB média. Poté byla pfenesena do
ban¢ s 1 I LB média a ampicilinem Vv koncentraci 100 pg/ml a inkubovéna za konstantniho
ttepani 200 rpm pfi teplote 37°C. Pribézné se méfila absorbance pii vinové délce 600 nm.
Pii dosazeni absorbance 0,8 byla provedena indukce IPTG, a to do koncentrace 0,5 mM.

Exprese probihala asi 16-20 hodin.

Bunky byly nésledn¢ centrifugovany 30 minut pii 3600 rpm, za teploty 4°C. Pelety
byly resuspendovany ve 2x lyza¢nim pufru a nasledn¢ zamraZeny, aby doslo k rozruseni
bunécnych stén pred sonikaci.

Na pelety ze 6 1 LB média bylo pouzito asi 150 ml lyza¢niho pufru.

SloZeni pufri:

2x lyzaéni pufr: 1x PBS pH 7,4, 1 M NaCl, 2 mM imidazol, 4 mM B-merkapto

ethanol

1x PBS pufr: 138 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Nay;HPO,4, 2mM KH,PO,, pH
upravit na 7,4

4.3.7 Sonikace bunék

Suspenze bunék v 2x lyza¢nim pufru se nechala rozmrazit a potom se k ni piidal
lysozym do finalni koncentrace 100 pg/ml. Suspenze byla inkubovana 30 minut za stalého
michani ve 4°C. Nasledné byly buiiky sonikovany na sonikatoru Sonicator3000 Misonix
(Cole-Parmer, USA), teplota byla udrzovana na 0°C. Sonikace probihala s 5 pulzy
s amplitudou 3,5 (48 W) a 25 s ponechany bez sonikace, tento cyklus do celkovych 20

minut sonikace. V pubé&hu byla sonikace nékolikrat pferuSena a suspenze promichana.
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Nasledné byl sonikat centrifugovan 45 minut pii 13500 rpm a pii teploté 4°C.
Proteiny byly rozpustény v supernatantu, ktery byl pouzit jako zdkladni material pii
purifikaci proteinu. Supernatant byl skladovan v -20°C pro kratkodobé skladovani, pro
dlouhodobé skladovani v -80°C.

4.3.8 Niklova chelata¢ni chromatografie

Jedna se o chelata¢ni chromatografii, pii které se navaze Ni** na chelatujici
Sepharosu. Na konci rekombinantniho proteinu je umisténa tzv. histidinova kotva, coz je
Sest histidini v fad¢ za sebou, které se vazou k nikelnatym kationtim chelatovanym

iminoacetatem vazanym na Sepharosu.

Kolonka byla naplnéna chelatujici Sepharosou a promyta vodou. Pro skladovani se

promyvala 20% roztokem ethanolu.
Kolonka se promyvala nasledovné:
1. 10-15 ml vody
2. 50 ml 0,2M NiSO4
3. 10 ml vody
4. 40 ml pufru E
5. supernantant ziskany centrifugaci po sonikaci
6. 100-200 ml pufru E
7. 100 ml 10% pufru F v pufru E
8. Eluce 100% pufrem F

Pti krocich 1. — 7. byla pouzivana peristaltickd pumpa, pii poslednim kroku byly
proteiny eluovany pufrem F bez pouziti peristaltické pumpy. Eluat se jimal do zkumavek
eppendorf po rysku, tzn. do 1,5 ml, celkem bylo jimdno deset frakci. Kolonka byla

chlazena buni¢inou navlh¢enou vodou.

Nasledné byla provedena SDS-PAGE (kap. 4.3.11) pro kontrolu Cistoty proteind.
Vybrané frakce se spojily a byla provedena dialyza proti pufru pro dialyzu vzorki

eluovanych pfi niklové chromatografii. Roztok proteint byl dale purifikovan.
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Slozeni pufri:

Pufr E (promyvaci): 1xPBS, 0,5 M NaCl, 1 mM imidazol, 2 mM B-merkapto

ethanol, pH nesmi byt nizsi nez 7,4

Pufr F (eluéni): 1xPBS, 0,5 M NaCl, 0,6 M imidazol, 2 mM B-merkapto ethanol,
10%(w/v) glycerol

Pufr pro dialyzu vzorki eluovanych p¥i chelataéni chromatografii:

20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0, 10%(w/v) glycerol, 1 mM DTT
4.3.9 Aniontova chromatografie

Napln kolony u aniontové chromatografie tvoii Mono-Q Sepharosa. 14-3-3
proteiny jsou kyselé, pti pH 8,0 ktery se pouzivd v aniontové chromatografii maji tedy
zaporny naboj a vazou se na kvarterni amonium Mono-Q Sepharosy.

Aniontovéa chromatografie byla provadéna na piistroji AKTAprime™™ (Amersham
Biosciences, Svédsko) pro HPLC, naplni kolony byla Mono-Q Sepharosa (Amersham
Biosciences, Svédsko). Program Unicorn 4.11 nebo 5.01, dodavany spolu s piistrojem,

slouzil k vyhodnocovani dat.

Kolona se ekvilibrovala pufrem HQ-E pH 8,0 a poté na ni byl nanasen vzorek pfi
prutokové rychlosti 1 ml/min. Nasledné byla provedena eluce linedrnim gradientem NaCl
(od 0 M do 1 M NaCl) (pufr HQ-F) do Sestinasobku délky kolony. Tlak v kolon¢ byl 0,4
MPa, pufry byly vychlazeny na 4°C. Frakce byly jiméany po 1,5 ml.

Nasledné byly frakce naneseny na gel SDS-PAGE (kap. 4.3.11) kvili kontrole

Cistoty. Roztok proteint byl dale purifikovan.

Slozeni pufrii:
Pufr HQ-E: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Pufr HQ-F: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT
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4.3.10 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie slouzi k odstranéni necistot, zejména agregatii

proteint, které se nahromadily béhem ptedchozich purifika¢nich krokda.

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na pfistroji AKTAprime ™
(Amersham Biosciences, Svédsko) pro HPLC, na kterém byla pfipojena kolona Superdex
75 10/300 ((Amersham Biosciences, Svédsko). Na vyhodnocovani dat byl pouzivan
program Unicorn 4.11 nebo 5.01, ktery se dodava spolu s pfistrojem. Na kolonu Superdex
75 10/300 muze byt nastiik maximalné 0,5 ml, vzorek musel byt tedy pied gelovou

permeacni chromatografii zakoncentrovan.

Kolona byla nejdiive promyta vodou a nésledné ekvilibrovdna pufrem pii
pritokové rychlosti 0,5 ml/min, dokud se neustalila vodivost. Poté bylo na kolonu
naneseno 0,5 ml vzorku. Déleni vzorku probihalo ve stejném pufru jako ekvilibrace kolony
pfi rychlosti 0,5 ml/min. Pufr byl vychlazen na 4°C, tlak v kolon¢ byl 0,5 MPa. Frakce
byly jiméany po 0,6 ml.

Nasledné¢ byly frakce naneseny na gel SDS-PAGE (kap. 4.3.11), kde byla
provedena kontrola Ccistoty. Vybrané frakce proteini byly spojeny a zamraZeny.
Dlouhodobg se proteiny uchovavaji pii -80°C.

Slozeni pufru: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% (w/v)

glycerol, 5 mM DTT

4.3.11 Vertikalni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v denaturujicim

prostiedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Vertikalni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v denaturujicim prostfedi SDS
byla provadéna po kazdém purifikacnim kroku z diivodu kontroly Cistoty proteinii a vybéru

vhodnych frakei.

Po sestaveni aparatury byl ptipraven 15% separacni gel, ktery se nalil mezi skla a
pfevrstvil se isopropanolem. Asi po dvaceti minutach byl gel zpolymerovan, isopropanol
se vylil a jeho zbytky byly vysaty filtracnim papirem. Poté byl na separacni gel nalit gel

zaostfovaci, do kterého se vlozil hiebinek. Po zpolymerovani byl hiebinek opatrné vyjmut.
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Do zlabka po hiebinku byl nanesen standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad,
USA), ktery obsahuje fragmenty o molekulové hmotnosti 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100,
150 a 250 kDa a vzorky, pfipravené smichanim s vodou a 5x vzorkovym pufrem a

povarené asi 5 minut ve vodni lazni.

Elektroforesa probihala pii 200 V asi 1 hodinu. Po skonceni byl gel opatrné sundan,
asi 15 minut barven v ohfatém barvicim roztoku a potom odbarven v odbarvovacim

roztoku.
Slozeni gelt a roztokii:

Separaéni gel (15%):

3,75 ml smési akryl/bis-akrylamid, 2 ml pufru pro separa¢ni gel, 1,75 ml vody,
75 pul 10% peroxodisiranu amonného, 8 ul TEMED

Zavadéci gel (4%):

0,5 ml smeési akrylamid/bis-akrylamid, 1 ml pufru pro zavadéci gel, 2,25 ml vody,

75 ul 10% peroxodisiranu amonného, 8 ul TEMED

Smés akrylamid/bis-akrylamid:

29,2 g akrylamidu, 0,8 g bis-akrylamidu, doplnit vodou do 100 ml
Pufr pro separacni gel:

75ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 4 ml 10% SDS, 21 ml vody

Pufr pro zavadéci gel:

50 ml Tris-HCI (pH 6,8), 4 ml 10% SDS, 46 ml vody

Vzorkovy pufr (5x koncentrovany):

0,6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 5 ml 50% glycerolu, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml B-

merkapto ethanolu, 1 ml 10% bromfenolové modfi, 0,9 ml vody
Pufr pro elektroforesu (1x):

25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 192 mM glycin, 0,1% SDS
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Barvici roztok:

1 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 450 ml methanolu, 100 ml ledové kyseliny
octové, 450 ml vody

Odbarvovaci roztok:

100 ml methanolu, 100 ml ledové kyseliny octové, 800 ml vody

4.3.12 Dialyza

Dialyza byla provadéna v piipad¢ potieby pfevést proteiny do jiného pufru,
ptipadné pro odfiltrovani nizkomolekularnich latek. Provadéla se v dialyza¢ni membrané

(cut off 14000) proti 1 1 ptislusného pufru pii teploté 4°C ptes noc za stalého michani.

4.3.13 Zakoncentrovani roztoku proteinii

Zakoncentrovani vzorku bylo provadéno ultrafiltraci v koncentratoru Centricon
(Millipore, USA) (cut off 10000) pii 3500 rpm a pti 4°C. Cas byl zvolen tak, aby roztok

doséahl pozadované koncentrace.

4.3.14 Stanoveni koncentrace proteinii

Koncentrace se stanovovala absorbanci roztokl na spektrofotometru Agilent 8453
(Agilent, USA). Roztoky byly vhodné nafedény a jejich absorbance se méfila pii vinové
délce 280 nm. Poté byla z hodnoty absorbance vypoctena koncentrace pomoci hodnot
molarnich absorp¢nich koeficienti (tabulka 1), které byly vypocteny pomoci programu

ProtParam tool na serveru www.expasy.org.

31


http://www.expasy.org/

Molarni absorpéni

Proteiny Relativni
o koeficient pri
s histidinovou molekulova
vinové délce 280 nm
kotvou 3 1 hmotnost
[dm°.g~.cm™]

14-3-3( WT 0,924 29777,2
14-3-3( S207G 0,925 29747,2
hv14-3-3A WT 1,075 33491,4

Hv14-3-3A G216S 1,074 5,04

Tabulka 1: Udaje o 14-3-3 proteinech ziskané ze serveru Www.expasy.org

4.3.15 PouZivané peptidy

V této diplomové praci jsem pouzivala peptidy pRaf-259 znaceny dvéma riznymi
fluorescenénimi sondami. Prvni byl na N-konci znaceny fluoresceinisothiokyanatem

(FITC), ktery je vazany pies 6-aminohexanovou kyselinu (Ahx). Jeho sekvence byla FITC-

Ahx-LSQRQRST(pS)TPNVHMYV, kde pS znaci fosforylovany serin.

Druhy peptid byl na N-konci znaceny sondou ATTO488 a jeho sekvence byla
Att0488-LSQRQRST-pS-TPNVH-Nle-V-Amid, kde Nle znac¢i Norleucin a pS je

fosforylovany serin.

4.3.15.1 Urceni koncentrace peptida

Koncentrace peptidil se urovala spektrometricky. Navazka peptidu byla rozpusSténa
Vv pufru a poté zméfena absorbance pii 492 nm. Z hodnoty absorbance byla pomoci

molarniho absorpcéniho koeficientu vypoctena piesnd koncentrace. Molarni absorpéni

koeficienty peptidi jsou uvedeny v tabulce 2.
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Molarni absorpéni
koeficient peptidu p¥i 492
nm (FITC) a501 nm
(ATTO) [M*cm™]

Peptid

pRaf-259 znac¢eny sondou
FITC

78000

pRaf-259 znaceny sondou
ATTO

90000

Tabulka 2: Udaje o pouZivanych peptidech 1
4.3.15.2 Méreni emisnich a excitacnich spekter peptidu pRaf-259

Emisni a excitacni spektra byla métena na spektrofluorimetru PC1 pii 22°C a
nastaveni lampy na 13 A. Peptid byl natedén stejnym pufrem jako pufr ve kterém byly
uchovavany roztoky proteinti, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NacCl,
1 mM EDTA, 2 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Na méfeni byla pouzita 1 ml kiemenna
kyveta.

Emisni spektrum peptidu pRaf-259 bylo zméfeno nejdiive od 500 nm do 600 nm
s excitacni vlnovou délkou 490 nm. Potom bylo zméteno od 500 nm do 650 nm s excitacni

vlnovou délkou 490 nm. Sitka $térbin byla 1,2 mm.

Excitac¢ni spektrum peptidu pRaf-259 bylo zméteno od 300 nm do 500 nm s emisni
vinovou délkou 530 nm a potom od 400 nm do 510 nm s emisni vinovou délkou 530 nm.

Siika §térbin byla 1,2 mm, u vSech méfeni byly pouzity polariza¢ni filtry.

4.3.16 Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)

Ve fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopii se vyuziva konfokalni mikroskop. Princip
metody je sledovani Casovych fluktuaci intenzity fluorescence, které jsou zplsobeny

difuznim pohybem molekul a které pochdzeji z malé ohniskové oblasti mikroskopu.

K meétfeni se pouzivaji molekuly oznacené flourescencnimi sondami (nékteré
organické latky, systémy konjugovanych dvojnych vazeb atd.) Sleduji se vzorky s fadove

nanomolarni koncentraci ozna¢enych molekul, protoze detekéni objem mikroskopu je asi
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jeden femtolitr. Diky tomu se v tomto objemu vyskytuje primérné jedna fluorescencné

oznadena molekula.

Zpusob, jak molekuly do detekéniho objemu ptichédzeji a jak ho opoustéji se projevi
na fluktuacnim signalu. Z casové proménlivého fluorescencniho signalu se potom udéla
statistickd analyza, ze které lze urcit primérnou dobu, po kterou molekula zlstava
Vv detekénim objemu, koncentraci dané latky a difuzni koeficient. Touto metodou se da
urcovat napiiklad sbalovani proteinti a nukleovych kyselin, navdzani substratu na protein

nebo protein-proteinové interakce.

Velkou roli pii fluorescenéni korelacni spektroskopii hraje fluorescenéni barvivo,
které musi byt dostatecné fotostabilni aby vydrzelo vysokou intenzitu svétla v ohnisku
mikroskopu, dilezity je také vysoky uUCinny prifez absorpce a kvantovy vytézek
fluorescence. Pro fluorescen¢ni korelaéni spektroskopii se pouzivaji napt. barvy ze skupiny
Alexa sriznymi excitanimi a vinovymi délkami, rhodaminy, cyaniny a flourescencni
proteiny. V této diplomové praci jsme pouzivali peptid pRaf-259 znaeny fluorescencni
sondou ATTO.

Jako experimentdlni zafizeni se pouziva invertovany konfokalni fluorescenéni
mikroskop. Laserovy paprsek excitatniho svétla je soustiedén do zkoumaného vzorku a
fluorescence excitovanych molekul je snimana objektivem, ze kterého je posléze oddélena
od excitacniho zareni pomoci dichroického zrcadla a emisnich filtrii. Konfokalni Stérbina
(pinhole), ktera ma pramer 40-100 pm, je umisténa v detek¢ni ¢asti optické drahy a
blokuje svétlo, které nepochazi z oblasti ohniskové roviny. Velikost detekéniho objemu je

tedy 0,3-1,0 femtolitra.

Statistickd analyza fluktuaci fluorescencniho signdlu slouzi k urceni pohybu
jednotlivych molekul. Ze signalu se ur¢i tzv. autokorelaéni funkce G(t) (rovnice 1), ktera
ukazuje, jak souvisi intenzita fluorescence s intenzitou fluorescence po urcité Casové

prodlevé 1, tzn. jak rychle se fluorescencné oznaena molekula pohybuje. [64]

(r)= <5F(t) 5F(t * T)> [Rovnice 1]

(Ft)

kde ,,( ) oznacuji primérnou hodnotu v Case, F(t) intenzitu fluorescence a 6 znaci

okamzitou odchylku signalu od jeho primérné hodnoty.

FCS méfeni bylo provadéno na Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského
AV CR na invertovaném epifluorescenénim konfokalnim mikroskopu MicroTime 200
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(PicoQuant, SRN). Byla pouzita konfigurace s pulsnim diodovym laserem (LDH-P-C-470,
470 nm, PicoQuant, SRN), s 80 pikosekundovymi pulsy pii 40 MHz. Primérny vykon
laseru byl nastaven na 6 uW. Fluorescence byla oddélovana od excita¢niho zafeni pomoci
sady optickych filtra (Cistici filtr 470/10, dichroické zrcadlo 470 DRLP a ¢aste¢né
propustny filtr 515/50 (Omega Optical, USA)). Excitacni zafeni bylo fokusovano vodnym
imersnim objektivem (1.2 NA, 60x) (Olympus, Japonsko). Fotony byly detekovany
pomoci PE SPAD (Perkin Elmer, Kanada). Piistroj Picoharp 300 (PicoQuant, SRN)
zaznamenaval pohyb fotonti v TTTR modu, ¢imz umoznil softwaru korelaci a rekonstrukci

prabehu autokorelacni funkce.

Ve sklenéné kyveté se sténami nasycenymi albuminem byl roztok pufru o sloZeni
20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% (w/v) glycerola5 mM DTT
a v ném rozpustény peptid ozna¢eny sondou ATTO v koncentraci asi 2 nM. Peptid je velmi
maly, proto 1 difuzni ¢as molekuly byl velice nizky. K roztoku se postupné titroval protein
az do koncentrace asi 10 pM. Protein se vazal na peptid a tento komplex se pohyboval
mnohem pomaleji, tj. S mnohem vy$$im difuznim ¢asem nez samotny peptid. U kazdého

proteinu se zméftilo 5-7 bodt o zvySujici se koncentraci.

Zpracovani vysledkd probihalo v programu Microcal Origin 6.0 (Microcal
Software). Frakce navazaného peptidu byla vynasena do grafu proti koncentraci proteinu.
Ziskana kiivka byla fitovana pomoci rovnice 2, ze které se ziskala hodnota disociacni

konstanty Kp

 fom [14-3-3]
® K, +[14-3-3]

[Rovnice 2]

kde fg je frakce navazaného peptidu, famax je nasycena frakce navazaného peptidu, [14-3-3]

je koncentrace 14-3-3 proteinu a Kp je disocia¢ni konstanta.

4.3.17 Staciondrni méieni intenzity fluorescence-vazebnd esej

Tato metoda je zaloZzena na zhaSeni fluorescence FITC pfi vazbé peptidu na protein
14-3-3. Do kyvety byl napipetovan roztok pufru s fluorescenéné znacenym peptidem,
v tomto pfipadé to byl peptid pRaf-259 na N-konci znaceny sondou FITC. Intenzita
fluorescence samotného peptidu je vysoka. Do kyvety je postupné titrovan protein, az do

koncentrace asi 10 puM, ktery se vaze na peptid, takZze vznikd komplex znaceny
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fluorescenéni znackou FITC. Po navadzani peptidu na protein dochazi ke snizeni

kvantového vytézku (intenzity) fluorescence.

Stacionarni méfeni intenzity fluorescence bylo provadéno na spektrofluorimetru
PC1 pii 22°C. Lampa pristroje byla nastavena na 13 A, excita¢ni vinova délka byla 490 nm

a emisni vlnova délka byla 530 nm. Pocet iteraci byl 15 a doba akumulace signalu byla 3 s.

Mg¢fteni probihalo v 1 ml kiemenné kyveté. Do kyvety byl napipetovan pufr o
slozeni 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% (w/v) glycerol a 5
mM DTT, ve kterém byly uchovavany proteiny. Koncentrace peptidu pii méfeni byla 50-

300 nM, koncentrace zasobnich roztokl proteinti byla 110-150 uM.

Roztok pufru a peptidu byl promichan a po dvou minutach inkubace byla zmétena
hodnota intenzity fluorescence roztoku peptidu Ina. Potom byl do roztoku postupné
titrovan protein. Po kazdém ptidavku se roztok promichal pipetou, nechal dvé minuty
inkubovat a poté byla zméfena hodnota intenzity fluorescence lqps. Takto bylo zméfeno 13
bodi na titra¢ni kiivce, vSe pii teploté 22°C. Hodnoty intenzity fluorescence a celkovych

intenzit byly zaznamenavany pomoci programu Vinci 1.6.SP5, ktery byl dodan k pfistroji.

Dale byly vysledky zpracovavany pomoci programi LabDat v1.6 (autor Jan
Kohout), Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation) a Microcal Origin 6.0 (Microcal
Software). Pomoci programu LabDat v1.6 byly vypocteny primérné hodnoty z patnacti
méfeni intenzity fluorescence. Hodnoty zmény intenzity fluorescence Al byly vypoéteny
jako rozdil primérné hodnoty intenzity fluorescence samotného peptidu Imax @ primérnych
hodnot intenzity fluorescence lops. Jako hodnota minimalni intenzity fluorescence byla
pouzita hodnota Inmin, tedy nejmensi hodnota intenzity fluorescence v sérii méfeni. Do grafu
se vynasela frakce navazaného peptidu (rovnice 3) proti koncentraci 14-3-3 proteinu.

fg = M [Rovnice 3]
(I max Imin)
Kiivka ziskand z grafu frakce navazaného peptidu fg proti koncentraci 14-3-3

proteinu byla fitovana rovnici 4, ze které se ziskala hodnota Kp.

fo [pe';“d ].(KD +[peptid ]+ [1433]— (K, + [1433]+ [ peptid ] —4-[peptid | [1433])

[Rovnice 4]
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kde [peptid] znaci koncentraci peptidu v kyvete, [14-3-3] koncentraci proteinu 14-3-3 v

kyveté. Kp je disociacni konstanta.
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5 Vysledky

5.1 Exprese a purifikace proteint

Proteiny 14-3-3C WT, 14-3-3C S207G, hv 14-3-3A WT a hv 14-3-3A G216S byly
pfipravovany z glycerolovych roztokti bunék E. coli kmen BL21(DE3) (kap. 4.3.1.3).
Exprese rekombinantnich proteinii byla provadéna v bunikdch BL21(DE3) vzdy v Sesti
litrech LB média (kap. 4.3.6). Dale byla provadéna sonikace (kap. 4.3.7) ze které se

postoupilo k dal$im purifika¢nim kroktm.
5.1.1 Niklova chelatacéni chromatografie

Supernatant, ziskany sonikaci a naslednou centrifugaci, byl purifikovan nejdiive
niklovou chelata¢ni chromatografii (kap. 4.3.8). Na kolonu byl nanaSen supernatant vzdy
ze 6 1 LB média. Bylo jimano vzdy deset frakci po 1,5 ml, jejichz Cistota a kvalita se
zjistovala nanasenim na gel SDS-PAGE (kap. 4.3.11).

Na gel byly vZdy nanaSeny frakce 2-10. U proteini 14-3-3( WT, 14-3-3( S207G,
hv 14-3-3A WT a hv 14-3-3A G216S bylo naneseno vzdy 5 pl vzorku zachyceného z eluce
pufrem F smichanych s 10 pl vody a 5 pl barviciho pufru. Vysledky z 15% SDS-PAGE
ukazaly, Ze odpovidajici proteiny se nachazeji mezi 25 a 37 kDa, coZ je odpovidajici
molekulova hmotnost téchto fuznich proteinti s histidinovou kotvou. Pro kazdy protein je

nize ukazan gel pouze z jedné purufikace (obr. 5.1.1.1,5.1.1.2,5.1.1.3a5.1.1.4).

Frakce, které byly vyhovujici z hlediska mnozstvi a Cistoty pozadovaného 14-3-3
proteinu byly spojeny a dialyzovany proti pufru bez NaCl (kap. 4.3.12) kvili nasledné
aniontové chromatografii. Pouzité frakce pro protein 14-3-3( WT byly 2-5, pro 14-3-3(
S207G 2-5, pro hv 14-3-3A WT 2-4 a pro hv 14-3-3A G216S frakce 2-5 (obr. 5.1.1.1,
5112,5.1.1.3a5.1.14).
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Obr. 5.1.1.1: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3{ WT po niklové

chelataéni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a dréha 2-10 jsou

frakce 2-10. Sipka oznaduje 14-3-3 protein.

Obr. 5.1.1.2: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3£ S207G po niklové

chelata¢ni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a dréha 2-10 jsou
frakce 2-10. Sipka oznaduje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.1.3: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A WT po niklové

chelataéni chromatografii.
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Obr. 5.1.1.4: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A G216S po niklové

chelata¢ni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a draha 2-10 jsou

frakce 2-10. Sipka oznacuje 14-3-3 protein.
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5.1.2 Aniontova chromatografie

Pti aniontové chromatografii byl na kolonu nanesen vzorek piedialyzovany do
pufru bez NaCl. Byly jimany frakce po 1,5 ml a jimani bylo ukonceno, kdyz doslo k eluci
veskerého 14-3-3 proteinu (kap. 4.3.9). Na obrazku 5.1.2.1 je ukazan chromatogram
Z jedné purifikace proteinu 14-3-3C WT.

Kontrola ¢istoty a mnozstvi proteinu v jednotlivych frakcich, které odpovidaly
eluénimu piku, byla provedena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.3.11). Na gel bylo naneseno
vzdy 5 pl vzorku smichaného s 10 pl vody a 5 ul barviciho pufru. U proteinu 14-3-3 WT
byly na gel naneseny frakce 8-14, u proteinu 14-3-3{ S207G frakce 7-15, u proteinu hv 14-
3-3A WT frakce 8-14 a u proteinu hv 14-3-3A G216S frakce 8-14 (obr. 5.1.2.2, 5.1.2.3,
5124 a 5.1.2.5). Vysledky z15% SDS-PAGE ukazaly, ze odpovidajici proteiny se
nachdzeji mezi 25 a 37 kDa, coz je odpovidajici molekulova hmotnost téchto fuznich
proteint s histidinovou kotvou. Pro kazdy protein je nize ukazan gel pouze z jedné

purufikace.

Frakce, které vyhovovaly mnozstvim proteinu a jeho Cistotou byly spojeny a dale
purifikovany gelovou permeacni chromatografii. Pro protein 14-3-30 WT byly pouzity
frakce 9-14, pro 14-3-3( S207G frakce 8-14, pro hv14-3-3A WT frakce 8-14 a pro hv 14-
3-3A G216S frakce 9-14 (obr. 5.1.2.2,5.1.2.3,5.1.2.4 a 5.1.2.5).
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Obr. 5.1.2.1: Chromatogram 14-3-3 WT po aniontové chromatografii.

Na ose x jsou fialové vyznaceny frakce v ml. Na ose y je absorbance pfi 280 nm uvedena
Vv tisicinach arbitrarni jednotky. Modra kiivka je eluéni pik, hnéda kiivka vodivost a rizova znaci

procentuelni zastoupeni pufru HQ-F v pufru HQ-E. Na gel byly naneseny frakce 8-14.
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Obr. 5.1.2.2: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3; WT po aniontové

chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a dréha 8-14 jsou
frakce 8-14. Sipka oznaduje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.2.3: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3( S207G po aniontové

chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10% a draha 7-15 jsou

frakce 7-15. Sipka oznacuje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.2.4: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A WT po aniontové

chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a dréha 8-14 jsou
frakce 8-14. Sipka oznacuje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.2.5: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A G216S po aniontové
chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a draha 8-14 jsou
frakce 8-14. Sipka oznacuje 14-3-3 protein.
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5.1.3 Gelova permeacni chromatografie

Na kolonu byl pfi gelové permeacni chromatografii nanaSen piedem
zakoncentrovany vzorek po 0,5 ml. Byly jimany frakce po 0,6 ml a jimani bylo ukonceno,
kdyz doslo k eluci veskerého 14-3-3 proteinu (kap. 4.3.10). Na obrazku 5.1.3.1 je ukazan
chromatogram z jedné purifikace proteinu 14-3-3 WT.

Kontrola ¢istoty a mnozstvi proteinu v jednotlivych frakcich, které odpovidaly
eluénimu piku, byla provedena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.3.11). Na gel bylo naneseno
vzdy 5 pl vzorku smichaného s 10 pl vody a 5 ul barviciho pufru. U proteinu 14-3-3( WT
byly na gel naneseny frakce 8-17, u proteinu 14-3-3( S207G frakce 12-20, u proteinu hv
14-3-3A WT frakce 9-17 a u proteinu hv 14-3-3A G216S frakce 8-15 (obr. 5.1.3.2, 5.1.3.3,
5.1.3.4 a 5.1.3.5). Vysledky z 15% SDS-PAGE ukazaly, Ze odpovidajici proteiny se
nachdzeji mezi 25 a 37 kDa, coz je odpovidajici molekulovd hmotnost téchto fuznich
proteint s histidinovou kotvou. Pro kazdy protein je nize ukazan gel pouze z jedné

purifikace.

Frakce, které vyhovovaly mnozstvim proteinu a jeho Cistotou byly spojeny a dale
uchovavany pro méfeni. Pro protein 14-3-3{ WT byly pouzity frakce 9-17, pro 14-3-3(
S207G frakce 13-19, pro hv14-3-3A WT frakce 11-17 a pro hv 14-3-3A G216S frakce 10-
15 (obr. 5.1.3.2,5.1.3.3, 5.1.3.4 2 5.1.3.5). Po spojeni frakci byla u v§ech proteinii zmétena
koncentrace (kap. 4.3.11)
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Obr. 5.1.3.1: Chromatogram 14-3-3, WT po gelové permeaéni chromatografii.

Na ose x jsou fialové vyznaceny frakce v ml. Na ose y je absorbance pfi 280 nm

uvedena v tisicinach arbitrarni jednotky. Modra k¥ivka je eluéni pik. Na gel byly

naneseny frakce 8-17.
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Obr. 5.1.3.2: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3{ WT po gelové

permeacni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10% a draha 8-16 jsou

frakce 8-16. Sipka oznac¢uje 14-3-3 protein. Frakce 17 se na gelu nezobrazila.
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Obr. 5.1.3.3: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3¢ S207G po gelové

permeacni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a draha 8-16 jsou

frakce 8-16. Sipka oznaGuje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.3.4: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A WT po gelové

permeacni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a dréha 9-17 jsou

frakce 9-17. Sipka oznaduje 14-3-3 protein.
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Obr. 5.1.3.5: Vysledek 15% SDS-PAGE proteinul4-3-3A G216S po gelové

permeacni chromatografii.

Kde M je standard relativnich molekulovych hmotnosti v 10° a draha 8-15 jsou

frakce 8-15. Sipka oznaduje 14-3-3 protein.
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5.2 Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)

Mg¢feni na fluorescencnim korelaénim spektroskopu byla provadéna podle postupu

popsaného v kap. 4.3.16.

K méfeni byl pouzivan peptid pRaf-259 znaceny sondou ATTO. Jako prvni bylo
zapotiebi zjistit, zda se tento peptid neadsorbuje na sklo kyvety. Tento jev byl potvrzen,
pro dalsi méfeni bylo tedy zapotiebi nasytit stény kyvety ptfes noc albuminem, diky

kterému se adsorpce peptidu na sklo vyrazné snizila.

Na fluorescen¢nim korela¢nim spektroskopu byl nejdiiv méten protein 14-3-3( WT
a tato méteni se nckolikrat opakovala. Bylo zapotiebi najit optimalni metodu méfeni, aby
nedochazelo k pfiliSnym fluktuacim signalu. Az poté byly proméfeny vSechny Ctyfi
proteiny, aby mohla byt porovnana jejich Kp Vysledny graf je ukdzan na obrazku 5.2.1,

disociaéni konstanty jsou uvedeny v tabulce 3.

Méfeni bylo provadéno v pufru 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Koncentrace peptidu v kyveté byla asi 2 nM.
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S 4 14-3-3C S207G
01 » ®  14-3-3A G216S
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koncentrace 14-3-3 proteinu [uM]

Obr. 5.2.1: Vazebné kiivky peptidu pRaf-259 znaé¢eného sondou ATTO-488 a 14-3-3

proteini

Koncentrace peptidu byla 2 nM, proteiny byly titrovany do koncentrace asi 10 uM. Na ose
X je uvedena koncentrace 14-3-3 proteinti uvedena pro monomer, na ose y frakce
navazaného peptidu vypocitana podle rovnice 3. Vysledné disociacni konstanty jsou

uvedeny v tabulce 3.
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proteiny s histidinovou kotvou disocia¢ni konstanta Kp [pM]

14-3-3C WT 0,81+ 0,05
14-3-3C S207G 0,93+ 0,05
14-3-3A WT 0,49 + 0,03
14-3-3A G216S 1,00 £ 0,07

Tabulka 3: Disociacni konstanty pro peptid pRaf-259 znaceny sondou ATTO-488, ziskané pomoci FCS

5.3 Méreni excita¢nich a emisnich spekter peptidu pRaf-259

Mg¢feni excitanich a emisnich spekter (kap. 4.3.15.2) bylo provedeno se 100 nM
peptidem pRaf-259 zna¢enym sondou FITC, ktery byl rozpustén v pufru obsahujicim 20
mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT a 10% (w/v) glycerol.
Excita¢ni spektrum mélo maximum pti 530 nm a emisni spektrum pii 490 nm. Spektra

jsou ukazana na obrazcich 5.3.1 a 5.3.2.
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Obr. 5.3.1: Emisni fluorescencni spektrum peptidu pRaf-259 znaceného sondou

FITC pfi excitaéni vinové délce 490 nm
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Obr. 5.3.2: Excita¢ni fluorescen¢ni spektrum peptidu pRaf-259 znaceného

sondou FITC p¥i emisni vinové délce 530 nm

5.4 Stacionarni méieni intenzity fluorescence-vazebna esej

Stacionarni méteni intenzity fluorescence bylo provadéno podle postupu popsancho
v kap. 4.3.17. Vazebné kiivky pro vSechny proteiny byly méfeny v pufru, ktery obsahoval
20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 MM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM DTT a 10% (w/v) glycerol.

Koncentrace proteinli se pohybovala od 113 uM do 150 pM. U peptidu se zkouselo
vice koncentraci, aby se zjistilo, ktera ma nejlepsi vliv na vazebnou kiivku. ZkouSené
koncentrace byly 50 nM, 100 nM a 300 nM. Jako nejlepsi vychozi koncentrace peptidu
byla zvolena 100 nM. Vysledné grafy jsou ukazany na obrazcich 5.4.1, 5.4.2,5.4.3 a 5.4.4.

Disocia¢ni konstanty jsou uvedeny v tabulce 4.
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Obr. 5.4.1: Vazebna k¥ivka peptidu pRaf-259 zna¢eného sondou FITC a
proteinu 14-3-3¢ WT.

Koncentrace peptidu byla 100 nM, proteiny byly titrovany do koncentrace asi 10
tM. Na ose x je uvedena koncentrace 14-3-3 proteinli uvedend pro monomer, na ose
y frakce navazaného peptidu vypocitana podle rovnice 3. Vysledné disociacni

konstanty jsou uvedeny v tabulce 4.
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Obr.5.4.2: Vazebna krivka peptidu pRaf-259 znac¢eného sondou FITC a
proteinu 14-3-3¢ S207G.

Koncentrace peptidu byla 100 nM, proteiny byly titrovany do koncentrace asi 10
M. Na ose x je uvedena koncentrace 14-3-3 proteinl uvedena pro monomer, na ose
y frakce navazaného peptidu vypocitana podle rovnice 3. Vysledné disociacni

konstanty jsou uvedeny v tabulce 4.
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Obr. 5.4.3: Vazebna krivka peptidu pRaf-259 zna¢eného sondou FITC a

proteinu 14-3-3A WT.

Koncentrace peptidu byla 100 nM, proteiny byly titrovany do koncentrace asi 10

uM. Na ose x je uvedena koncentrace 14-3-3 proteinli uvedena pro monomer, na ose

y frakce navazaného peptidu vypocitana podle rovnice 3. Vysledné disociacni
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Obr. 5.4.4: Vazebna krivka peptidu pRaf-259 zna¢eného sondou FITC a

proteinu 14-3-3A G216S.

Koncentrace peptidu byla 100 nM, proteiny byly titrovany do koncentrace asi 10

uM. Na ose x je uvedena koncentrace 14-3-3 proteinli uvedena pro monomer, na ose

y frakce navazaného peptidu vypocitana podle rovnice 3. Vysledné disociaéni

konstanty jsou uvedeny v tabulce 4.
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proteiny s histidinovou kotvou disociac¢ni konstanta Kp [pM]
14-3-3( WT 1,54 £ 0,01
14-3-3( S207G 1,7+0,1
14-3-3A WT 1,7+0,1
14-3-3A G216S 2,7+0,2

Tabulka 4: Disociacni konstanty pro peptid pRaf-259 znaceny sondou FITC ziskané pomoci zmén

stacionarni intenzity fluorescence.
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6 Diskuse

Tato prace se zaméfila na studium ohybu H8-H9 a jeho mozny vliv na vazebné
vlastnosti isoforem proteinti 14-3-3. Nase motivace vychazi z diive publikovanych praci na
toto téma, které ukazovaly, Ze je¢mennd isoforma 14-3-3A ma nizkou afinitu k ligandim
oproti ostatnim je¢mennym isoformam kvuli pfitomnosti glycinového zbytku v ohybu H8-
H9 [16]. Pomoci fluorescenéni korela¢ni spektroskopie a stacionarniho méfeni intenzity
fluorescence jsme se pokusili tento jev ovérit. Dale jsme stejnymi metodami srovnavali,
zda dojde ke stejnému jevu, pokud zmutujeme lidskou isoformu 14-3-3 tak, aby na pozici

207 byl vnesen misto serinu glycin.

6.1 Exprese a purifikace proteint

Lidské isoformy 14-3-3 proteinu se exprimovaly velice dobie. Nejlépe se
exprimoval protein 14-3-3{ S207G. Oproti tomu jeCmenné isoformy se exprimovaly S
nizkym vytéZkem, coz mélo za nasledek 1 nizky vytézek purifikace. Pro ticely méteni bylo
proto nutné expresi a purifikaci je¢cmennych isoforem né€kolikrat opakovat, abychom méli

proteiny v dostate¢ném mnozstvi.

Pti SDS-PAGE po niklové chelata¢ni chromatografii se ukézalo, jaké ptiblizné
mnozstvi proteinu dané frakce obsahuji a jaké jsou v nich piipadné nedistoty (kap. 5.1.1).
Na néekterych SDS-PAGE gelech bylo moZné pozorovat i slabé prouzky, které
neodpovidaly molekulové hmotnosti danych proteind. Tyto necistoty se dale odstraiiovaly

pii aniontové a gelové permeacni chromatografii.

Pti aniontové chromatografii se odstraiiovaly necistoty na zéklad¢ odliSného naboje
(kap. 5.1.2). Z vysky piku u chromatogramu se také dalo pfiblizné urcit, jaké mnozstvi
proteinu se Vroztoku nachazi. Gely SDS-PAGE ukazaly, Ze po provedeni tohoto

purifika¢niho kroku se ¢istota proteint zlepsila.

Gelova permeacni chromatografie slouzila k odstranéni agregatii, které se vytvoftily
béhem predchozich purifikaénich kroki (kap. 5.1.3). Poté se proteiny skladovaly pii -20°C

v pufru s 10% glycerolem. Ten samy pufr byl pouzit na meteni vazebné afinity.
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6.2 Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie

S méfenim disociacni konstanty metodou fluorescencni korela¢ni spektroskopie
nebylo dosud piili§ mnoho zkusenosti, bylo tudiz zapotiebi metodu pro toto konkrétni
méieni optimalizovat. Bylo provedeno mnoho méieni, aby se zajistily nejlepsi podminky,
jako koncentrace peptidu Vv jednotlivych kyvetach a optimalni koncentrace proteinu. Také

bylo zapotiebi zajistit vhodné nastaveni aparatury.

Jako prvni se zjistovalo, zda se peptid pouzity pro méteni neadsorbuje na sklo
kyvety. Méfenim fluktuace signalti provadéné po n€kolika minutach se tento jev bohuzel
potvrdil. Bylo tedy nutné zajistit, aby chyba zpusobena adsorpci neovlivnila méfeni
disocia¢nich konstant proteini. Stény pouzitych kyvet byly tedy pfes noc nasyceny
albuminem, diky kterému se peptid na sklo téméf neadsorboval. Drobné odchylky v méfeni
vSak zptisoboval fakt, Ze na stény kazd¢ ze Ctyt kyvet, které se pouzivaly na jedno méteni,
se naadsorboval albumin vzdy v trochu jiném mnozstvi a signal tak fluktuoval pro kazdy
meéfeny protein nepatrné odlisné. Tato chyba se nedala odstranit pouzitim jedné kyvety,
protoze kyvety pouzivané ve fluorescencni korelacni spektroskopii jsou velice malé
(maximalni objem 400 ul) a témét neni mozné je vyplachovat (kvili naadsorbovanému
albuminu), a na kazdy protein tak musela byt pouzita jind kyveta. Této chyby se tedy
nedalo vyvarovat.

Mg¢fteni disociacnich konstant bylo nejdiiv provadéno pouze pro protein 14-3-3(C
WT a nékolikrat opakovéano pro rtizné koncentrace peptidu i proteinu. Také bylo nutno
zjistit, jaka casova prodleva je zapotiebi aby se z peptidu a pfidaného proteinu vytvofil
komplex. Nakonec byly vybrany optimalni koncentrace a interval po pfidani proteinu (2

min) a byly proméfeny kiivky pro vSechny Ctyfi proteiny.

Z vysledkli fluorescenéni korelacni spektroskopie vyplynulo, Ze pro lidské
isoformy 14-3-30 WT a 14-3-3( S207 vaze mutovana isoforma o néco hife nez isoforma
puvodni, ve které je pfitomen na pozici 207 serin. Stejné to bylo u isoforem je¢mennych,
kde isoforma 14-3-3A WT vazala peptid s dokonce nejvyssi afinitou oproti isoformé
s mutaci 14-3-3A G216S, u které byla disociaéni konstanta nejvyssi ze vSech ¢tyf proteint.
Tato zjiSténi neodpovidaji pfedchozim vyzkumim je€mennych isoforem, kde bylo
prokdzano, Ze hv 14-3-3A WT s ligandy téméf neinteraguje, zatimco po mutaci glycinu na

serin u hv 14-3-3A G216S doslo k vyraznému zlepseni vazby [18].
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6.3 Stacionarni méreni intenzity fluorescence

Na fluorimetru PC1 byla ptivodn¢ provadéna méteni pii kterych se Kp zjist'ovala na
zakladé zmén stacionarni anisotropie fluorescence. Vyhodnocovani dat anisotropie
fluorescence se vSak ukazalo jako velice nepiesné z divodu piilis velké chyby v podilu
kvantovych vytézkt. Dale se tedy piistoupilo k vyhodnocovani dat pomoci naméienych

zmén stacionarni intenzity fluorescence.

Pro méfeni bylo vyzkouseno nékolik koncentraci peptidu pRaf-259 znaceného na
N-konci sondou FITC, od 50 n do 300 nM, jako nejlepsi byla nakonec zvolena koncentrace
100 nM. Jako interval po napipetovani a zamichani proteinu do roztoku pufru s peptidem

byl zvolen interval 2 min.

Z namétenych hodnot Kp vyplyva, ze nejlepsi afinitu k peptidu ma ptvodni
nezmutovany protein 14-3-3 WT, zatimco jeho mutovana forma 14-3-3( S207G ma
afinitu niz8i. Stejny jev se ukdzal 1 u je¢émennych isoforem, kde protein 14-3-3A WT vazal
vyrazné¢ lépe nez jeho mutant hv 14-3-3A G216S. Opét se tak nepotvrdily vysledky
z literatury, kde bylo pozorovano, ze protein 14-3-3A WT vaze s nejhorsi afinitou a jeho

mutaci G2168S afinita k ligandu vzroste [18].

r

6.4 Srovnani vysledki z metod FCS a stacionarniho méreni

intenzity fluorescence

V ramci srovnani dvou lidskych a dvou je¢mennych isoforem se vysledky z obou
metod podobaly. U lidské isoformy 14-3-3( WT byla vzdy vazebna afinita vyss$i, nez u
jejiho mutantu 14-3-3{ S207G. Prekvapivé tomu tak bylo 1 u isoforem jeCmennych, kde se
pomoci metody fluorescencni korelacni spektroskopie naméfila pro 14-3-3A WT dokonce
Z téchto vysledkii vyplyva, Ze po cilené mutagenezi jak lidskych, tak je¢mennych

isoforem, se afinita snizila.

Tyto vysledky se odliSuji od vysledkii dosazenych diive M. P. Sinnigem a jeho
skupinou v laboratofi Vrije Universiteit (Amsterodam, Nizozemi). Plasmidy pro jednotlivé

jeCmenné isoformy jsme obdrzeli z této laboratofe. Kdyz byla v nasi laboratofi ovéfena
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ziskand DNA sekvenaci, zjistilo se, Ze protein hv 143-3A WT ma na pozici 226 vnesenou
dalsi, nezadouci mutaci (misto isoleucinu threonin). Threonin byl tedy zmutovan zpét na

isoleucin. Tato mutace miize byt jednim z diivodt odlisnosti vysledki.

Dalsim zajimavym faktem je, ze pfesto Ze u lidské a jeCmenné isoformy byly
provedeny mutace piesn¢ opacné (u 14-3-3( se mutoval serin na glycin, u hv 14-3-3A
naopak glycin na serin), trend u obou isoforem zistal stejny, tj. u mutantd se v obou
ptipadech afinita k ligandu snizila. Méfeni a vysledné hodnoty disocia¢ni konstanty mohl

také ovliviiovat zvoleny peptid, ktery byl odvozen ze sekvence lidské Raf kinasy.

Dalsi otazkou zastava, jak by hodnoty disocia¢nich konstant mohla ovlivnit
pritomnost kationtd Mg?* a Ca?*. Bylo prokazéno, ze do ohybu H8-H9 se vazou kationty
Mg?* a Ca?* a ovliviiuji vazbu s ligandem [18, 26, 27]. V této praci jsme provadsli mé&feni
Vv pufrech bez ptitomnosti téchto kationtl. Jak by v piipad¢ isoforem 14-3-3C WT, 14-3-3(
S207G, hv 14-3-3A WT a hv 14-3-3A G216S ovlivnila vazbu pfitomnost jednoho z vyse

uvedenych kationtli, mize byt do budoucna predmétem vyzkumu.
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7 Zaver

1)

2)

3)

Byla provedena exprese a purifikace nasledujicich proteinti:

- jeémenné isoformy hv 14-3-3A WT

- jeémenné isoformy hv 14-3-3A s mutaci G216S
lidské isoformy 14-3-3C WT

lidské isoformy 14-3-3C s mutaci S207G

Pomoci metody fluorescencné korelacni spektroskopie byla prozkouméana vazba
vySe zminénych proteini a peptidu pRaf-259 znacenym sondou ATTO,

z namé&fenych kiivek byla vypoctena hodnota Kp pro jednotlivé proteiny.

Pomoci stacionarniho meéfeni fluorescence byla prozkoumdna vazba vySe
zminénych proteind a peptidu pRaf-259, znacenym sondou FITC, z namétenych

kiivek byla vypoctena hodnota Kp pro jednotlivé proteiny.

U lidskych i jeémennych isoforem bylo pozorovano, ze po bodové mutaci v H8-

H9 ohybu se afinita k vazebnému partnerovi snizZuje.
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