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Abstrakt

+ssRNA viry po vstupu do bunky tvofi platformy pro svoji replikaci - replikacni
organely. Vtéchto oblastech je diky Ccinnosti fosfatidylinositol 4-kinasy zvysSena
koncentrace PI4P, ktery vytvafi vhodné prostfedi pro vazbu virové polymerasy 3D
Jednou z téchto kinas je PI4KB, kterd je vdzdna na membranu prostfednictvim ACBD3
proteinu, ktery je sam k membrané vdzan interakci s giantinem. Nékteré kobuviry a
enteroviry z Celedi Picornaviridae pomoci nestrukturniho proteinu 3A vytésni ACBD3
protein z vazby s gigantinem a premisti ho z Golgiho aparatu do replika¢ni organely. Na
ACBD3 se zde vaie PI4KB a nasledné katalyzuje vznik PI4P. V Golgiho aparatu byly
objeveny pouze dva proteiny — TBC1D22A a TBC1D22B — které se vazi do stejného mista
ACBD3 proteinu jako PI4KB. Cilem této prace bylo ovéfit interakci peptidd z proteint
TBC1D22A a TBC1D22B s ACBD3 proteinem a zjistit silu této interakce. DalSim cilem bylo
vykrystalizovat komplexy téchto interakénich partnerd a nasledné vyresit jejich
trojrozmérné struktury. Bylo zjisténo, Ze interakce ACBD3 proteinu s peptidy TBC1D22A a
TBC1D22B je mnohem slabsi nezZ interakce ACBD3 s PI4KB. Podafilo se pfipravit krystaly

komplexu ACBD3 s TBC1D22A, ale bohuZel difraktovaly jen k velmi nizkému rozliseni, a

tudiz struktura nemohla byt vyresena.

Abstract

+ssRNA viruses after entering the cell develop platforms for RNA replication called
replication organelles. Due to the activity of phosphatidylinositol 4-kinases is in these
areas a higher concentration of PI4P, which establishes suitable binding environment for

POl One of these kinases is PI4KB, which is recruited to the

the viral polymerase 3D
membrane by the ACBD3 protein, which is itself recruited by giantin. Some kobuviruses
and enteroviruses from the Picornaviridae family use their 3A protein to displace ACBD3
protein from the complex with giantin and transfer it from Golgi aparathus to the
replication organelles. Here, PI4KB binds to ACBD3 protein and synthesizes PI4P.
Recently, two proteins — TBC1D22A and TBC1D22B — were discovered to bind to the same

area of ACBD3 protein as PI4KB. The goal of this project was verification of this



interaction and its subsequent characterization (e.g. dissociation constant
measurements). My goal was to crystallize complexes of these interaction partners and to
solve three-dimensional structure. Our results suggest, that interaction of ACBD3 protein
with peptides derived from TBC1D22A and TBC1D22B proteins is much lower compared
to interaction between ACBD3 protein and PI4KB. | successfully prepared crystals,
however, they diffracted poorly, not allowing us to solve the three-dimensional structure,

the crystals must be further optimized. (In Czech)
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1. Prehled literatury

1.1. Fosfatidylinositol 4-kinasy

Fosfatidylinositol ~ 4-kinasy jsou enzymy, které katalyzuji fosforylaci
fosfatidylinositolu (Pl) v pozici 4 svyuZitim adenosintrifosfatu (ATP) za vzniku
fosfatidylinositol 4-fosfatu (PI4P). RozliSujeme typ Il a typ Il s odliSnymi vlastnostmi.
Kinasy typu Il lze inhibovat vdpenatymi kationty a jsou posttranslacné modifikovany
palmitoylaci, coz vede k jejich membranové lokalizaci. Kinasy typu Il nelze inhibovat
vapenatymi kationty a nemaji posttranslacni modifikaci, kterd by je mohla vazat
k membrané. Kmembrané jsou vsak rekrutovany pomoci membranové vdazanych
interakcnich partner(. U obou z téchto typl rozliSujeme isoformy a a B, které se od sebe
lisi strukturou, lokalizaci a funkci. Existuji tedy ctyti fosfatidylinositol 4-kinasy -
fosfatidylinositol 4-kinasa lla (PI4K2A), fosfatidylinositol 4-kinasa 1B (PI4K2B),
fosfatidylinositol 4-kinasa llla (PI4KA) a fosfatidylinositol 4-kinasa IlI (PI4KB). Zajmem
této prdce je predevsim PI4KB, a proto bude dale pozornost vénovana pravé ji [1,2]. PI4KB
je spojena se vznikem nékterych nemoci (napfiklad virovych), a proto je snaha o vyvoj

inhibitor( této kinasy.

1.1.1. Fosfatidylinositol 4-kinasa I (P14KB)

Jedna se o protein velky pfiblizné 92 kDa exprimovany predevsim v srdci, kosterni
svaloviné a slinivce bfisni. Na drovni burikky se nachazi prevainé na cytosolické casti
membrany Golgiho aparatu (GA), endoplasmatického retikula (ER), jadra, lysozomU a

v membranach endosomalniho vac¢kového systému [3,4].
Struktura

Struktura PI4KB je prevainé helikdlni a obsahuje nékolik domén. Na C-konci se
naléza katalytickd doména, jejiz struktura mimo jiné obsahuje na svém N-konci
antiparalelni B-sklddany list a na svém C-konci a-helix. Centralné se naléza helikalni

doména, ktera interaguje s malou GTPasou Rab11. Mezi katalytickou doménou a helikalni
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doménou se nachazi neusporadana oblast s vétsSim mnozZstvim serinl. Tyto seriny mohou
byt fosforylovany, ¢imZz mohou ovliviiovat funkci a lokalizaci PI4KB. Na N-konci se nachazi
N-terminalni helix, ktery interaguje s ACBD3 proteinem [5]. Schematické znazornéni

domén PI4KB je na Obr.1.

Kinase domain

Pro-rich Ser-rich N-Lob

1 801

Obr.1: Schematické zndzornéni domén PI4KB. Pro-rich — oblast bohatd na proliny, Ser-rich
— oblast bohatd na seriny, Helical — helikdlni doména, Kinase domain — katalytickd
kinasovd doména, N-lobe — N-konec katalytické domény sloZeny z 3-skladanych listu, C-

lobe — C-konec katalytické domény sloZeny z a-helixi. Prevzato a upraveno z [5].
Funkce

PI4KB se ucastni mnoha bunécnych pochodl a jeji funkci mGzeme rozdélit na
nekatalytickou a katalytickou. Vyznamnou funkci zastdvd na membranach, na které m(ze
byt rekrutovdna. Mezi nekatalytické funkce radime interakce s jinymi molekulami, které
mohou v pfipadé membranové lokalizace PI14KB vést ke zméné lokalizace i téchto molekul.
Prikladem je vazba regulatoru transportu bunécnych vackd GTPasy Rabl11l. Dale muze
PI4KB interagovat s FAPP (z angl. Four-phosphate-adaptor protein), 14-3-3 proteiny a
ACBD3 proteinem (z angl. acyl-CoA binding domain 3 protein), pomoci néhoz muze byt
PI4KB rekrutovana k membrdné. Katalytickou funkci je tvorba PI4P z Pl. Tento krok je
vyznamny ve fosfoinositidové signalni kaskadé, k udrieni membranové struktury a
organizace GA ¢i k regulaci metabolismu lipidd nebo transportu bunécénych vacka. P14KB

tvorbou PI4P také vytvafi prostredi pro vazbu polymerasy 3D"* nékterych virQ [2, 6].

Regulace

PI4KB je dulezity enzym, ktery tvorbou PI4P reguluje mnoho bunéénych procesa.
Z tohoto dlivodu musi byt sdm regulovdn, coz mize probihat nékolika cestami — napfiklad

regulaci vazby na membranu, fosforylaci nebo pomoci 14-3-3 proteint [7].
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Virovy 3A protein interaguje s ACBD3 proteinem (z angl. acyl-CoA binding 3
protein), ktery vaze PI4KB k membrané - vytvafi se tak ternarni komplex 3A-ACBD3-PI4KB.
Vazba PI4KB k membrané vede k membranovym zménam, které jsou klicové pro vznik
replikacnich organel. Tuto vazbu podporuje také pfitomnost proteinu 3B [10,11,12].

Tento model je zndzornén na Obr.2.

/

3Dpo!

3A ACBD3

Obr.2: Model vazby PI4KB k membrdné vedouci k tvorbé PI4P a vazbé 3D™°. PI4KB je
vdzdna k membrdné prostrednictvim terndrniho komplexu 3A-ACBD3-PI4KB a tvofi tak

prostfedi vhodné k vazbé virové polymerasy 3D™". Pfevzato a upraveno z [12].

V enzymu PI4KB bylo nalezeno osm mist mozné fosforylace. Fosforylace serinu
v pozici 294 je zajiSténa proteinkinasou D (PKD) a pozitivné ovliviiuje aktivitu a diky
interakci s 14-3-3 proteiny také odolnost vUuci degradaci. Fosforylace serinu v pozici 496 a
threoninu v pozici 504 vede k lokalizaci PI4KB v jaderné membrané, fosforylace serinu

Vv pozici 266 a serinu v pozici 258 pak k lokalizaci v GA [13].

Rodina 14-3-3 proteinl je napti¢ organismy vysoce konzervovana. Ma vice nez 300
interakcnich partnerd, a proto hraje vyznamnou roli v regulaci mnoha bunécénych procesl
a signalnich drah. 14-3-3 proteiny rozpoznavaji predevsim proteiny s fosforylovanymi
serinovymi a threoninovymi aminokyselinami, jsou vSak zndmy i ptipady vazby
nefosforylovanych proteinli. Tato interakce muze zpUsobit konformacéni zménu cilové
molekuly, zabranit jeji defosforylaci a degradaci, zménit jeji bunécnou lokalizaci nebo
zménit enzymovou aktivitu. Jednim zinterakénich partneri 14-3-3 proteind je i

fosforylovana PI4KB [13,14].
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1.2. Protein ACBD3

ACBD3 je protein, ktery je na tkanové urovni hojné exprimovan v burkach
vajecnikd a varlat. V mensi mife pak v burikdch nadledvin, ledvin, jater, mozkové kary,
hippokampu a hypothalamu. Na bunécné Urovni se nachazi predevSim v GA, méné pak
v mitochondriich. Jeho membranova lokalizace je zajiSténa pfimou protein-proteinovou
interakci s giantinem (znamym téZ jako golgin B1). ACBD3 protein je nezbytny pro
udrZeni struktury a funkce GA. Kromé toho interaguje s mnoha jinymi molekulami, a

proto je duleZitou soucasti mnoha signalnich drah a bunécnych pochodut [15, 16].
Struktura

Protein ACBD3 obsahuje nékolik domén — acyl-koenzym A (acyl-CoA, z angl. acyl-
coenzyme A) vazebnou doménu (ACBD, z angl. acyl-CoA binding domain), doménu
aminokyselin s nabojem (CAR, z angl. charged amino-acids region), doménu bohatou na
glutamin (Q) a GOLD doménu (z angl. Golgi dynamics domain). Q doména se sklada z a-
helixu, ktery tvori smycku pro vazbu PI4KB a proteinil TBC1D22A a TBC1D22B. GOLD
doména vaze giantin a nestrukturni protein 3A nékterych vir(. GOLD domény jsou bohaté
na B-skladané listy a jsou pritomny v rliznych proteinech podilejicich se na funkci GA
véetné transportu bunécénych vackd mezi GA a ER. V lidském proteomu se GOLD domény
vyskytuji v proteinech podobnych Secl4 (z angl. Secretory 14), Emp24 (z angl.
Endomembrane protein 14) a v proteinu ACBD3 [12]. Schématické zndzornéni domén
ACBD3 proteinu a model multiproteinového komplexu s ACBD3 na membrané je

znazornén na Obr.3 (strana 17).
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Obr. 3: (A) Doménovd organizace ACBD3 proteinu. ACBD — acyl-CoA vazebnd doména, CAR
— domeéna nabitych aminokyselin, Q — doména bohatd na glutamin, GOLD — GOLD doména
(B) Model multiproteinového komplexu na membrdné. Zndzornéna je vazba Rabll
k membrdné prostrednictvi PI4KB a vazba PI4KB k membrdné prostrednictvim ACBD3.
Vazba ACBD3 k membradné prostrednictvim giantinu nebo virového proteinu 3A neni

zndzornéna. Pfevzato a upraveno z [12].
Funkce

ACBD3 interaguje s mnoha bunéfnymi molekulami a figuruje tedy v mnoha
bunéénych pochodech. Podili se na regulaci apoptdzy pomoci interakce s golginem A3
(zvanym také golgin 160), kontrole asymetrického bunécného déleni a diferenciaci
neuron interakci s Numb proteinem, udrzovani homeostdzy Zeleza interakci

s monomernim G proteinem Dexrasl (z angl. Dexamethasone-induced Ras-related
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protein 1) a transportérem kovl DMT1 (z angl. divalent metal transporter 1) nebo
udrZovani homeostdazy lipid( interakci s PI4KB. Dale figuruje v patogenezi nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni — napriklad Huntingtonovy choroby a interaguje

s nékterymi virovymi proteiny, ¢imZ umoznuje vznik a progresi virovych onemocnéni [15].

Stimulace NMDA (N-methyl D-aspartat) receptor( aktivuje neuronalni synthasu
oxidu dusnatého (nNOS). Ta interaguje prostfednictvim adaptorového proteinu CAPON (z
angl. Carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal nitric oxide synthase protein) s proteinem
Dexrasl, coz vede k S-nitrosylaci a aktivaci Dexrasl. Dexrasl se poté vaze na ACBD3 a
dochazi kinterakci s transportérem DMT1, ktery transportuje ionty Zeleza do buriky

[17,18].

Béhem  neurogeneze dochdzi kasymetrickému déleni  neurondlnich
progenitorovych bunék, aby se obnovily a zaroven vytvofili neuronalni buriku. Pfi mitose
dochdzi k fragmentaci GA a uvolnéni proteinu ACBD3. Ten je v burice distribuovan
nerovnomérné, a proto je nerovnomérné distribuovan i Numb protein. Segregace
cytosolickych Numb proteind do jedné dcefiné bunky se podili na diferenciaci v neuron

[19].

Protein ACBD3 reguluje apoptdzu interakci s fragmenty golginu 160. Golgin 160 je

cytoplasmaticky protein lokalizovany v membrané GA. Je sloZzeny z C-terminalni domény s

III Ill

,coiled-coil“ motivem a N-terminalni doménu bez ,coiled-coil motivu. N-terminalni
doména obsahuje motivy dllezité pro cileni do GA a do jadra a tfi aspartaty, které jsou
rozpoznavany kaspasami v prlibéhu apoptdzy. Nékteré fragmenty vzniklé rozstépenim
golginu 160 kaspasami jsou akumulovany v jadre. Protein ACBD3 interaguje s fragmentem
skladajicim se z aminokyselinovych zbytk( 140-311, ¢imZ zamezuje jeho akumulaci
v jadre. Pfitomnost tohoto fragmentu v jadfe sniZuje senzitivitu burnky k apoptdze -

protein ACBD3 tedy tuto senzitivitu zvysuje [20].

Pro biosyntézu steroidnich latek v mitochondriich je dlleZity protein StAR (z angl.
steroidogenic acute regulatory protein), ktery reguluje pfestup cholesterolu z cytoplasmy
pres vneéjsi mitochondrialni membranu k vnitfni mitochondridalni membrdné. Na ni se

nachazi cytochrom P450 11A1, znamy jako cytochrom P450 scc (z angl. Cytochrome P450
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side chain cleavage enzyme), ktery katalyzuje pfeménu cholesterolu na pregnenolon,
z néhoZz mohou vznikat dalsi steroidni Iatky. K aktivaci proteinu StaR a tedy k prfenosu
cholesterolu k vnitfni mitochondridlni membrané je nezbytny komplex na vnéjsi
mitochondridlni membrané. Ten se skladd z proteinu TSPO (z angl. translocator protein),
napétové fizeného aniontového kanalu VDAC-1 (z angl. voltage-dependent anion chanel
1), regula¢ni podjednotky 1a protein kinasy A (PKAR1A, z angl. cAMP-dependent protein
kinase type I-alpha regulatory subunit) a ACBD3 proteinu [21].

Na vzniku Huntingtonovy choroby se podili interakce ABCD3 s mutantnim
huntingtinem  obsahujicim  polyglutaminovd opakovani a striatum-selektivnim

monomernim G-proteinem Rhes [22].

Dale je ACBD3 vazebnym partnerem virového nestrukturniho proteinu 3A
nékterych vir(l (napfiklad polioviru, coxsackieviru B3 nebo Aichi viru). Tyto viry tvofi
specifické membranové kompartmenty bohaté na PI4P zvané replikacni organely.
K vytvoreni téchto kompartment( viry vyuZivaji nékteré hostitelské molekuly, zahrnujici

fosfatidylinositol 4-kinasy, zajistujici vysoké koncentrace PI4P lipidd v membrané [11].

1.3. Picornaviridae

Celed Picornaviridae je soucasti ¢tvrté skupiny virG zahrnujici jednovldknové RNA
viry s pozitivni polaritou (+ssRNA viry). Jednd se o malé, neobalené viry s ikosahedralni
kapsidou. V soucasné dobé tato Celed ¢itd 35 rodl, 80 druh( a vice nez 500 zastupcu.
Infekce témito viry mohou nejcastéji zplsobit onemocnéni centrdlniho nervového
systému, respiracniho a gastrointestinalniho traktu, srdce, jater, slinivky bfisni, oci a kliZe.
Mnohé infekce jsou bezpfiznakové, nékteré vsak zZivot ohrozujici. Ovliviuji rizné bunécéné
pochody, které vedou k neschopnosti imunitniho systému detekovat virus, replikaci

virové nukleové kyseliny a sloZzeni nového viru [23].
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1.3.1. Genom a proteom

Genom virQ z Celedi Picornaviridae je maly, sklada se z 6,7 az 10,1 tisici pard bazi
(kbp, z angl. kilo base pair). Obsahuje regulacni oblasti a oblast kddujici polyprotein, ze
kterého vznikaji strukturni a nestrukturni proteiny. Translatovany polyprotein musi byt
pro vznik jednotlivych proteini kontranslacné a posttranslacné procesovan. Z tohoto
polyproteinu vznikd vedouci protein a tfi proteiny P1, P2 a P3, pficemz ddle z P1 vznikaji
strukturni kapsidové proteiny, z P2 vznikaji nestrukturni proteiny 2A, 2B a 2C, z P3 pak
nestrukturni proteiny 3A, 3B, 3C a 3D [23]. Schéma genomu polioviru (zastupce celedi

Picornaviridae) je uvedeno na Obr.4.

IRES

5'NTR
Strukturni oblast Nestrukturni oblast
"Cloverleaf"
P1 p2 P3 3' NTR
. VP2 VP3| VP1]| 2A |2B 2C 3A] | 3C 3D —rg
VP4 3B Aay
|

Obr.4: Schéma genomu polioviru z rodiny Picornaviridae. Pfevzato a upraveno z [24].

Na 5°-konci RNA je prostfednictvim tyrosinu v pozici 3 a argininu v pozici 17
kovalentné vazan peptid 3B (zvany také VPg, z angl. viral peptide genome-associated)
[25]. 3‘-konec obsahuje polyA konec, ktery mulze byt variabilné dlouhy [26]. Dalsi
regulacni oblasti jsou vedouci sekvence ,cloverleaf” a IRES (z angl. Internal ribosomal
entry site). U picornavirli bylo popsano pét rGznych typl IRES (naptiklad viry z rodu

Enterovirus obsahuiji typ 1, viry z rodu Kobuvirus typ 5) [27].

Strukturni proteiny tvofi ikosahedrdlni kapsidu. Ta se sklada z 60 protomer, z nichz
kazda obsahuje néktery z kapsidovych proteind VP1 (1D), VP2 (1B), VP3 (1C), VP4 (1A). U
nékterych virl (napfiklad u Kobuvirll) se mize vyskytovat protein VP1 a VP3 spolecné

s nerozstépenym prekurzorem proteind VP2 a VP4 — VPO, respektive 1AB. VP1, VP2 a VP3
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se skladaji z osmivlaknového B-barelu (,jellyroll fold“) a konzervovaného vazebného mista

»drug-binding site”. VP4 se nachazi na vnitfni membrané kapsidy [28].

Vedouci protein se v polyproteinu nachazi pred kapsidovymi proteiny. Jeho funkce
neni v mnoha pripadech objasnéna. U nékterych vir( (napfiklad Aphtovir(, Erbovird) jde o

proteasu podobnou papainu, ktera se vaze na hostitelské proteiny [23].

Funkce nékterych nestrukturnich proteini je prozatim neznama. Napfic
Picornaviry se vyskytuji rizné formy proteinu 2A. U Enterovir( se jedna o cysteinovou
proteasu podobnou chymotrypsinu, ktera stépi polyprotein na jeho N-konci a vaze se na
hostitelské proteiny. 2A protein se strukturnim motivem H-box/NC se nachazi u mnoha
rodl, napriklad u Kobuvir(i, Parechovirl nebo Saliviri. Dalsi forma 2A proteinu dokaze
zastavit a opétovné zahdjit elongacni fazi translace na dalSim kodonu v rdmci ¢teciho

ramce, ¢imz zprostfedkovava kontranslaéni procesovani.

2B je membranové asociovany protein, ktery zvySuje permeabilitu plazmatické
membrany (funguje tedy jako viroporin) a inhibuje vesikularni transport. 2C je helikasa
asociovana s membrdnami. 2BC je membranové zakotveny prekurzor proteini 2B a 2C

podilejici se na formaci virovych replika¢nich organel [29,30].

Nestrukturni protein 3A je soucasti picornavirll nezbytnou pro tvorbu jejich
replikacnich organel. 3A proteiny obsahuji C-termindlni region, ktery je hydrofobni a N-
terminalniho region interagujici s mnoha regulaénimi molekulami. Ten je za fyziologickych
podminek zvelké ¢&asti nestrukturovany, rozpustny, lokalizovany v cytoplasmé. Za
membranovou vazbu je zodpovédny C-termindini hydrofobni region a N-termindlni
myristoilovany glycin (myristoilace je napfic rodiny Picornaviridae neobvykla a je popsana
jen u rodu Kobuvirus a Salivirus). Po vazbé na protein ACBD3 se stava 3A strukturovany.
3A proteiny mnoha PicornavirGd maji dulezitou roli v membranové reorganizaci a inhibici
bunéénych transportnich mechanismu. To zajistuji pomoci protein-proteinovych interakci
s mnoha hostitelskymi molekulami a jejich vazbou do replikaénich organel. Mohou
interagovat napfiklad s ACBD3 proteinem nebo GBF1 [31,32]. Pti infekci je 3A protein

schopen vytla¢it ACBD3 z komplexu s giantinem na membrané GA a premistit ACBD3 do
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virové replikacni organely. Zde vznika ternarni komplex 3A-ACBD3-PI14KB vedouci k tvorbé

PI4P na membrdné, coz je nezbytny proces pro vznik replikacni organely [32, 33].

3B je virovy peptid vznikajici procesovanim polyproteinu. Je kovalentné vazan na

RNA, kde funguje jako primer, a také ve formé 3AB prekurzoru se podili na vazbé 3D"" k

PRO

membrané. 3C je cysteinova protéza podobna chymotrypsinu a je dualezitd pfi

POL

procesovani polyproteinu. 3D~ je RNA-dependentni RNA-polymerasa replikujici virovou

PRO a 3DPOL

RNA. 3¢D™° je prekurzor proteinl 3C . Vazbou RNA a 3B stimuluje iniciaci

replikace. Ma proteolytickou aktivitu, oproti samotnému 3C™"° je tisickrat efektivngjsi.
Oditépenim N-konce vznika 3D a protein tak ziskdva polymerasovou aktivitu, kterou

3CDR? nevykazuje [23].

1.3.2. Virové replikacni organely

+ssRNA viry musi pro své mnozeni a preziti vytvofit bunééné prostredi, které
umozni replikaci jejich nukleové kyseliny a koncentraci potfebnych molekul ke sbaleni
nové virové kapsidy na jednom misté. Tyto zménéné oblasti hostitelské bunky se nazyvaji
replikaéni organely a k jejich tvorbé je nezbytné zménit nékteré bunécné pochody. Nutno
podotknout, Ze napfi¢ viry jsou tyto mechanismy velmi rozmanité. Néktefi zastupci
mohou ovliviiovanim transportu bunéénych vackd omezit sekreci antivirovych cytokin(
interleukinu 6 (IL-6), interleukinu 8 (IL-8) a interferonu B (IFN- B ) a zamezit tak prezentaci
virovych peptid( zavislé na hlavnim histokompatibilnim komplexu 1 (MHC-1 z angl. major

histocompatibility complex 1) [35].

V pribéhu infekce dochazi k poSkozenim bunécnych membrdan. Jsou zndmy dva
typy téchto zmén — typ dvojmembranovych vacku (DMV, z angl. double membrane
vesicle) a typ sférulovy invaginacni (Sl, z angl. spherule invagination). DMV typ vznika
z jednomembranovych vacku (SMV, z angl. single membrane vesicle). Ktomuto procesu
mUze dojit invaginaci a naslednym splynutim membrany nebo exvaginaci ndsledovanou

sekundarni invaginaci a splynutim membrany SMV. SI typ vznikd invaginaci SMV bez

22



splynuti membrany. U Polioviru a Coxsackieviru B3 z jsou pfi rané infekci pfitomny SMV a

s jeji progresi dochazi k preméné SMV na DMV [36, 37].

Z virovych protein mohou mit na membrdnové poskozeni nejvétsi primy vliv
proteiny s transmembranovou doménou — nejvétsi vliv ma 2BC, ddle pak 2B, 2C a 3A.
Velikost genomu +ssRNA vir(i je vSak mald a nedokaZze tak kddovat ostatni nezbytné
faktory, a proto je nepostradatelny vliv faktorl hostitelského organismu, které jsou
z téchto dlvod( pfi infekci vyuzivany. Jedna se o cyklofiliny, proteinovy komplex | (COPI,
z angl. coat protein complex |) a proteinovy komplex Il (COPII, z angl. coat protein
komplex II) ovliviiujici bunécny transport vackl, ddle molekuly zahrnuté v procesu
autofagie, molekuly ovliviujici tvar membran a molekuly ovliviujici metabolismus lipid{

[35].

Cyklofiliny jsou latky radici se mezi imunofiliny. Jedna se o peptidyl-prolyl cis/trans
isomerasy, které fyziologicky hraji roli v celé fadé bunécnych procesli. U mnoha virQ hraji
dllezitou roli pti replikaci. Cyklofilin A (CypA) je u enterovirt dlleZity pro vstup a rozloZeni

virovych ¢astic [38].

Viry z rodiny Picornaviridae ovliviuji a vyuZivaji transport bunécnych vacka COPI
nebo COPII prostfednictvim GTPasy Arfl a jejiho efektoru GBF1, ¢imz napomahaji tvorbé

replikaéni organely a zabranéni imunitnimu systému detekovat virus [39, 40].

Autofagie je proces, pfi kterém dochazi ktransportu cytoplasmatickych
komponent do lysozoma. Nékteré viry vyuZivaji molekuly zahrnuté v autofagii pro
replikaci své nukleové kyseliny. V pfipadé polioviru se jednd napfiklad o molekulu LC3

[41].

Zakladnimi molekulami biologickych membran jsou strukturni a signdini lipidy -
glycerolfosfolipidy (naptiklad fosfatidylcholin), cholesterol a sfingolipidy. V replikacnich
organeldch je méné dlouhych vyssich mastnych kyselin, vice cholesterolu a PI4P. Tyto
zmény jsou duleZité pro enzymatické reakce pfri replikaci virového genomu a
k procesovani virového polyproteinu [35]. Dochazi kaktivaci acyl-CoA synthetas
specifickych pro mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Tyto mastné kyseliny jsou

thioesterifikovany a sledem reakci vznika acetyl-CoA. Pro stimulaci této synthetasy je
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dllezitd exprese nestrukturniho proteinu 2A. Tento proces vede k nizsi koncentraci
dlouhych vyssich mastnych kyselin a vy3si koncentraci kratSich mastnych kyselin, ¢imz se
zvysuje fluidita membran [42]. Cholesterol je do replikaénich organel doddvan nékolika z
zpUsoby z rlznych bunéénych kompartment(, syntéza de novo vSak neni ovlivnéna.
Hormon sensitivni lipasa muZe hydrolyzovat esterifikovany cholesterol z lipidovych
kapének, ktery mulzZe byt ndsledné zabudovdan do membrany replika¢nich organel.
Cholesterol mize byt prenesen také z plasmatické membrany. Nestrukturni protein 2BC
stimuluje clathrinem zprostfedkovanou endocytosu. Endosomy obsahujici cholesterol
z plasmatické membrdny a protein Rab11 na svém povrchu jsou nasledné zabudovany do
membrany replikacni organely diky interakci Rab11 s PI4KB. Dalsi moznosti je vyména
cholesterolu za PI4P pomoci oxysterol vazebného proteinu 1 (OSBP1, z angl. oxysterol-
binding protein 1). PI4KB katalyzuje pfeménu Pl na PI4P v membrané replikacni organely.
OSBP1 transportuje PI4P replikacni organely do membrany ER po koncentra¢nim
gradientu, kde ho méni za cholesterol, ktery je ndsledné transportovan do replikac¢ni
organely. PI4P v ER je hydrolyzovan fosfatasou Sacl za vzniku PI, ktery je nasledné
transportovan zpét do replikacni organely pomoci fosfatidylinositol transportniho
proteinu B (PITP-B, z angl. phosphatidylinositol transfer protein B), kde muizZe byt opét
fosforylovan pfislusonou kinasou [43]. V replika¢nich organelach je také vyssi koncentrace

PI4P, kterd umoziiuje vazbu virové RNA-dependentni RNA-polymerasy 3D7%

. Pro syntézu
této molekuly vyuZzivaji viry PI4KB (napftiklad Poliovirus, Coxsackievirus B3, Aichi virus),

PI4KA (Cardiovirus) ¢i PI4K2A (napfiklad lidsky rhinovirus A1A) [34,35].

1.3.3.  Zastupci Picornaviridae vyuzivajici k vazbé PI4KB protein

ACBD3

Nékteré viry z rodu Enterovirus a Kobuvirus vyuZivaji k tvorbé replika¢nich tovaren
a zménam vedoucim k replikaci virové RNA proteiny ACBD3 a PI4KB, a to prostfednictvim
interakce s nestrukturnimi proteiny 3A. Jedna se napfiklad o Aichi virus, Coxsackievirus

B3, Enterovirus 71 ¢i Poliovirus [35].
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Druh Coxsackievirus patfi do rodu Enterovirus a nese své jméno podle mésta
Coxsackie ve staté New York, kde byl poprvé izolovan ze dvou déti s paralytickou nemoci
neznamého puvodu. Posléze byl v roce 1948 identifikovan tento virus v némeckém mésté
Dalldorf. Podle histologickych nalezd u infikovanych mysi mizZeme rozlisit dvé skupiny - A
a B. U skupiny A dochazi k poSkozeni kosterniho svalstva, u skupiny B dochazi pfedevsim
k infekci jater, sleziny a centralniho nervového systému. Skupinu A miZeme rozliSit na
sérotypy Al az A22 a A24, skupinu B na sérotypy B1 az B6. K prenosu dochazi fekalné-
ordlni cestou nebo sekretem z dychacich cest. Nejc¢astéji se virus mnozi v lymfatické tkani
tela submucosa nosohltanu a tenkého stfeva. Odtud dochazi k hematogennimu Siteni do
lymfatickych uzlin, jater, sleziny a kostni dfené. Jen u malého poctu nakazenych dochazi
k replikaci viru vtéchto orgdnech a ndaslednému Sifeni do dalSich organ( (napfiklad
centralniho nerovového systému, srdce, klize). V 50-80 % pripadl se infekce vyznamné
neprojevuje. Obé skupiny mohou zpUsobit necharakteristické horecnaté onemocnéni,
hofe€naty exantém, faryngitidu, perikarditidu, myokarditidu, meningitidu, encefalitidu,
paralytické onemocnéni. Coxsackie viry skupiny A se mohou navic projevit syndromem
ruka-noha-usta, konjunktivitidou a herpanginou, Coxsackie viry skupiny B pak pleurodynii
a generalizovanym onemocnénim novorozencl. V posledni dobé jsou Coxsackieviry
skupiny B také spojovany se vznikem diabetu mellitu prvniho typu, neni vSsak znamo, jestli
v disledku infekce dochazi k poskozeni B-bunék Langerhansovych ostrivk( pankreatu

nebo k navozeni autoimunitniho procesu [44,45].

Do skupiny tak zvanych nezafazenych enterovirl patfi Enteroviry 68-71.
Enterovirus 71 je velmi patogenni a zplsobuje podobné projevy jako Coxsackieviry.
Nejcastéji se projevuje jako syndrom ruka-noha-uUsta a herpangina. Pokud se vsak projevi
encefalitidou, myokarditidou, paralyzou, hemoragii nebo plicnim edémem, tak mize mit
fatalni nasledky. Smrtelné encefalitidy zpUsobuji genotypy A2 a B. Ve svété bylo
evidovano 14 epidemii, ptficemz nejvice smrtelnych ptipadd bylo pfi epidemii na Tchaj-

wanu v roce 1998 [44,45].

Druh Poliovirus z rodu Enterovirus je pavodce poliomyelitidy, neboli détské obrny.
V soucasné dobé jsou znamy 3 sérotypy tohoto viru — typ 1 se vyskytuje u velkych

epidemii a zplUsobuje trvalé nasledky, typ 2 zplsobuje méné Casté paretické pripady, typ 3
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pak mensi epidemie. Pfiznaky typické pro poliomyelitidu jsou znazornény na kresbach
starSich nez 3000 let, virova etiologie byla prokdzana v roce 1908 rakouskymi védci
Karlem Landsteinerem a Erwinem Popperem. Virus se prenasi fekalné-ordlni cestou a
zdrojem je pouze ¢lovék. V Ceské republice byla nejvétsi epidemie v roce 1948 s vice ne?
2 000 nakazenych lidi. Virus byl témér na celém svété eradikovan, v roce 2002 patfily mezi
zemé svyskytem poliomyelitidy pouze Indie, Nigérie, Egypt, Pdakistan, Afgdanistan,
Somalsko a Niger. V Evropé byl posledni neimportovany pripad infekce v Turecku v roce
1998. Virus vstupuje do organismu pfes gastrointestinalni trakt, mnozi se v lymfatickém
systému a je zandSen do orgdnu retikuloendotelidlniho systému. V 5-10% dochazi
k praniku do nervového systému a vzniku obrn. Nejvétsi poskozeni byva v Sedé hmoté
michy, dale byvaji postizeny motorickd jadra prodlouzené michy a pontu a motoneurony
prednich rohd misnich. 90-95% pripadl probihd bez pfiznak(l. Abortivni forma se
projevuje horeckou, nevolnostmi, zvracenim a Unavou. U malé casti pacientd muze
onemocnéni prejit do meningealniho stadia bez vzniku obrn, tak zvané non-paretické
formy. U 0,1-1 % se vyvine paretickd forma, pfi které vznikaji obrny, které se nejcastéji
tykaji nejvice zatéZzovanych oblasti téla. DalSi formou je tak zvana bulbarni forma, ktera se
manifestuje obrnami svall inervovanych hlavovymi nervy. Pfi poliomyelitidé muze dale
vzniknout myokarditida, uroinfekce a bronchopneumonie. Lidé, ktefi prodélali paretickou
formu poliomyelitidy, mohou po 10-40 letech po akutni infekci trpét
postpoliomyelitickym syndromem, ktery je charakterizovan ztratou nervové a svalové

vykonnosti [44,45].

Aichi virus patfi do rodu Kobuvirus. Své jméno nese podle japonské prefektury
Aichi, ve které byl poprvé izolovan. RozliSujeme Sest druhd — Aichivirus A (AiV-A, ¢itd 6
typa), Aichivirus B (AiV-B, ¢ita 3 typy), Aichivirus C (AiV-C, Cita 2 typy), Aichivirus D (AiV-D,
¢itad 2 typy), Aichivirus E (AiV-E, ¢ita 1 typ) a Aichivirus F (AiV-F, ¢ita 2 typy). AiV-A je lidsky
patogen, 80-90% dospélé populace ma proti nému protildtky. Projevuje se prajmy,
bolestmi bticha, nevolnostmi, zvracenim a horeckou. Ackoliv je tato infekce casto
bezpfiznakovd, muZe zpuUsobit gastroenteritidy a u déti mladSich péti let mize byt

smrtelna. AiV-B napada predevsim hovézi dobytek, AiV-C predevsim prasata [44,45].
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1.4. Proteiny TBC1D22A a TBC1D22B

Zabrdnit PI14KB tvorbé PI4P na membrané Ize nékolika zplsoby. Jednim z nich je
blokace vazebného mista pro ATP, ktery tento enzym vyuZiva k fosforylaci PI. Dalsi
moznosti je naruseni membranové vazby PI4KB, napfiklad zablokovanim vazebného mista
pro tento enzym na proteinu ACBD3. Jedny z potencialnich inhibitorl jsou vtomto
pfipadé peptidy odvozené od TBC1D22A a TBC1D22B peptidi [31]. Podrobnd znalost
interakce ACBD3 proteinu s témito peptidy by tedy mohla v budoucnu vést k vyvoji
novych inhibitor( PI4KB.

TBC1D22A je protein o velikosti 58 kDa, je lokalizovany v membrané GA a
s isoformou TBC1D22B sdili 78% sekven¢ni identitu. Oba maji C-terminalni TBC doménu,
ktera je zodpovédna za vazbu a aktivaci Rab GTPasy, nejcastéji Rab33A a Rab33B. N-
terminalni ¢ast téchto peptidd obsahuje a-helix, ktery se vdze ke Q doméné ACBD3
(obdobné jako N-termindlni a-helix PI4KB). Interagujici oblast se v a-helixu nachazi mezi
aminokyselinovymi zbytky 90 aZz 105, pficemZ pro vazbu je dulezity aminokyselinovy par
valin-leucin. Pro vazbu tedy neni potfebna TBC doména, a tak nedochazi k ovlivnéni
interakce s Rab33A/B. Soucdasna vazba PI4KB a TBC1D22A/B na ACBD3(Q) se vzajemné
vyluCuje. Tyto proteiny mohou také interagovat s adaptorovymi 14-3-3 proteiny.
V pfipadé TBC1D22A je vazebné misto na serinu v pozici 167, v pfipadé TBC1D22B na
serinu v pozici 154. TBC1D22A a TBC1D22B soutézi s PI4KB o vazbu na ACBD3 [31]. Na
Obr.5 (strana 28) je zndzornéna interakce ACBD3(Q)-PI4KB z vyreSené trojrozmérné
struktury tohoto komplexu a interakce ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B

ziskané homolognim modelovanim [32].
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ACBD3- ACBD3-
TBC1D22A TBC1D22B

Obr. 5: Vyresend trojrozmérnd struktura komplexu ACBD3-PI4KB a modely komplexi
ACBD3-TBC1D22A a ACBD3-TBC1D22B ziskané homolognim modelovdnim. Fialové je
zndzornéna ACBD3(Q), zelené TBC1D22A (aminokyseliny 89 aZ 112) a tyrkysové TBC1D22B
(aminokyseliny 85 aZ 108). Jsou zndzornéné aminokyseliny duleZité pro dané interakce.

Prevzato a upraveno z [32].
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2. Cil prace
Cilem diplomové prace bylo ovéfit a zjistit silu interakce mezi Q doménou proteinu
ACBD3 a peptidy z proteini TBC1D22A (aminokyseliny 89 az 112) a TBC1D22B
(aminokyseliny 85 az 108). DalSim cilem bylo pfipravit krystaly komplexi ACBD3(Q)-
TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B k naslednému vyreseni jejich trojrozmérné struktury.

Prace se skladala z nasledujicich kroku:

e  Pfiprava expresniho vektoru pro fuzni proteiny skladajici se z:
o Q domény ACBD3 proteinu (ACBD3Q) a peptidli z proteini TBC1D22A a
TBC1D22B: ACBD3(Q)-TBC1D22A, ACBD3(Q)-TBC1D22B
o Zeleného fluorescencniho proteinu (GFP, z angl. green fluorescent protein)
a peptidd z proteint TBC1D22A a TBC1D22B: GFP-TBC1D22A a GFP-
TBC1D22B
e  Bakteridlni exprese fuznich proteind ACBD3(Q)-TBC1D22A, ACBD3(Q)-TBC1D22B,
GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B
e  Purifikace fuznich protein ACBD3(Q)-TBC1D22A, ACBD3(Q)-TBC1D22B, GFP-
TBC1D22A a GFP-TBC1D22B
e Qvéreniinterakce ACBD3(Q) s TBC1D22A a TBC1D22B
e  Zjisténi disociacni konstanty interakce ACBD3(Q) s TBC1D22A a TBC1D22B
e  Krystalizace fuznich proteini ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B pro

nasledné reseni jejich trojrozmérné struktury a difrakéni experiment
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3. Material

Pristroje a pomucky

Aparat pro horizontalni elektroforesu: Consort EV231 (P-LAB)
Aparat pro vertikalni elektroforesu: Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad)

Centrifugy: Sorvall Evolution RC (Thermo Scientific), Avanti Centrifuge J-30!l (Beckman
Coulter), Allegra X-15R Centrifuge (Beckman Coulter), Centrifuge 5418 (Eppendorf)

Emulsiflex: EmulsiFlex C3 (Avestin)
Fotoaparat: E-620 (Olympus)
Homogenizator: Dounceho (PYREX)

HPLC systém: AKTA purifier (GE Healthcare)
Inkubator: IPP 400 (Memmert)

Kolona pro gelovou permeacni chromatografii: HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (GE

Healthcare)

Krystalograficky robot: Oryx8 (Douglas Instruments)

Krystalograficka desticka: Intelli-Plate 102-001-20 (Art Robbins Instrument)
Mikroskop: SZX10 (Olympus)

Pfedvazky: EMB 500-1 (KERN)

Rotator: Multi RS-60 (Biosan)

Spektrofotometr: NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)
Termoforéza: Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies)

Termocyklér: TProfessional TRIO (Biometra Product Line)

Trepacky: Innova 44 (Eppendorf)
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UV fotoaparat: QUANTUM ST4-1100 (Vilbert Lourmat)

Vodni lazen: JB Aqua 1 plus (Grant)

Vortex: Vortex — Genie2 (Scientific Industries)

Chemikalie a komercéni material

Agarosa: Agarosa SERVA pro DNA elektroforézu (SERVA)
Akrylamid, bisakrylamid: Rotiphorese gel 30 (37,5:1) (Carl Roth)
Ampicilin — sodna sal (Carl Roth)

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Bakterie: Escherichia coli DH5a (New England Biolabs), Escherichia coli BL21 star (New
England BioLabs)

Bromfenolova modf (P-LAB)
BSA (Sigma Aldrich)
Coomassie Brilliant Blue: G-250 (Sigma-Aldrich)

Dialysacni stfevo: Dialysing tubing visking, cellulosa, typ 27/32 Sitka 34 mm, primér 21,5

mm, MWCO 14000 (Medicell Membranes Ltd)
Dihydrogenfosforecnan draselny (Penta)

DTT (Sigma Aldrich)

DNA ligasa: T4 DNA ligasa (NewEngland BiolLabs Inc.)

DNA ligacni pufr: T4 DNA ligacni pufr (NewEngland BiolLabs Inc.)
DNA polymerasa: Pfu (Agilent)

D-glukosa (Penta)

D-laktosa (Penta)
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EDTA (Carl Roth)

Ethidium bromid (Carl Roth)

Hydrogenfosforecnan disodny (Penta)

Glycerol (Penta)

Chlorid horecnaty (Sigma Aldrich)

Chlorid nikelnaty (Sigma Aldrich)

Chlorid vapenaty (Sigma Aldrich)

Chlorid sodny (Penta)

Imidazol (Carl Roth)

Kanamycinsulfat (Carl Roth)

Kvasnicny extrakt (Sigma Aldrich)

Kyselina octova (Sigma Aldrich)

Methanol (Sigma Aldrich)

Koncentrator: Amicon Ultra 30 000 Da (Millipore Ireland Ltd.), Amicon Ultra 3 000 Da
(Millipore Ireland Ltd.)

Krystalografické sady: JCSG Core Suite | (Qiagen), JCSG Core Suite Il (Qiagen), JCSG Core
Suite lll (Qiagen), JCSG Core Suite IV (Qiagen), SG1 (Molecular Dimension), MORPHEUS
(Molecular Dimension), ProPlex (Molecular Dimension), MIDAS (Molecular Dimension),

MIDAS plus (Molecular Dimension)

LB agar: Lennox (P-LAB)

LB medium: Lennox (P-LAB)

Master mix:

Mravencan sodny (Sigma Aldrich)
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Nanaseci pufr pro agarosovou elektroforézu: 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific)
Nanaseci pufr pro SDS PAGE: 4x Roti Load® 1 (Carl Roth)

NTA-agarosa (Qiagen)

Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich)

Restrikéni endonukleasy: Dpnl (New England Bio Labs), Notl (New England Bio Labs), Ncol
(New England Bio Labs)

SDS (Sigma Aldrich)
Siran amonny (Penta)

Standard pro agarosovou elektroforesu: Gene ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo

Scientific)

Standart pro SDS PAGE: PageRUler Plus Prestained Protein Ladder, 10x250 kDa (Thermo

Scientific)

Sada pro minipreparaci plazmidové DNA: QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
Sada pro purifikaci plazmidové DNA: QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
Sokalan CP 45 (Molecular Dimension)

TEMED (Carl Roth)

TEV proteasa: koncentrace 1 mg/ml (pfipravena skolitelem)

Tris-HCI (Carl Roth)

Triton-X100 (Sigma Aldrich)

Trypton (Sigma Aldrich)
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SloZeni roztoku

Agarozovy gel:

Agarosa 1% (w/v), Ethidium bromid 0,01% (v/v), TAE pufr

Barvici CBB roztok:

Coomassie Brilliant blue G-250 3 mmol/I, Kyselina octova 1,5 mol/l, Methanol 50% (v/v)
Elektroforeticky pufr pro SDS PAGE:

Tris-HCI (pH 8,8) 25 mmol/I, Glycin 0,25 mmol/I SDS, 0,1 % (w/w)

Elucni pufr:

Tris-HCI (pH 8,0) 50 mmol/I, Chlorid sodny 300 mmol/I, Imidazol 300 mmol/I, B-

merkaptoethanol 3 mmol/I, Glycerol 10% (v/v)

LB medium:

Trypton 10 g/I, Kvasniény extrakt 5 g/l, Chlorid sodny 5g/I

Pufr pro gelovou permeacni chromatografii

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, Chlorid sodny 100 mmol/l, B-merkaptoethanol 3 mmol/I
Pufr pro termoforézu

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, Chlorid sodny 200 mmol/l, B-merkaptoethanol 3 mmol/I
Pufr pro krystalografii A

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, B-merkaptoethanol 3 mmol/I

Pufr pro krystalografii B

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, Chlorid sodny 50 mmol/I, B-merkaptoethanol 3 mmol/I
Pufr pro krystalografii C

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, Chlorid sodny 150 mmol/I, B-merkaptoethanol 3 mmol/I
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Pufr pro krystalografii D
Tris-HCI (pH 8,0) 20 mmol/I, Chlorid sodny 200 mmol/I, B-merkaptoethanol 3 mmol/I
Promyvaci pufr:

Tris-HCI (pH 8,0) 50 mmol/l, Chlorid sodny 300 mmol/l, Imidazol 20 mmol/l, B-

merkaptoethanol 3 mmol/I, Glycerol 10% (v/v)
Pufr ,,pull down:

Tris-HCI (pH 8,0) 50 mmol/l, Chlorid sodny 300 mmol/l, Imidazol 10 mmol/l, B-

merkaptoethanol 3 mmol/I, Glycerol 10% (v/v)

TAE pufr:

Tris-HCI (pH 8,0) 40 mmol/I, Kyselina octova 20 mmol/I, EDTA 1 mmol/I
Vzorkovy pufr pro SDS PAGE:

Tris-HCI (pH 6,8) 350 mmol/l, SDS 10% (w/v), B-merkaptoethanol 6% (v/v), Glycerol 30%

(v/v), Bromfenolova modfi 0,012% (w/v)
ZY medium:

Trypton 1% (v/v), Kvasni¢ny extrakt, 0,5% (v/v), Glycerol 0,5% (v/v), Glukosa 2,8 mmol/I,
Laktosa 6 mmol/l, Chlorid hofe¢naty 1mmol/I, Siran amonny 25 mmol/I, Hydrogensiran

amonny 50 mmol/I, Dihydrogenfosfore¢nan draselny 50 mmol/I
4% Zaostrovaci gel pro SDS PAGE:

Tris-HCI (pH 6,8) 125 mmol/l, Akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 4% (V/V), SDS 0,1% (w/v),
TEMED 0,005% (v/v) Peroxodisiran amonny 0,05% (w/v)

10% Separacni gel pro SDS PAGE:

Tris-HCI (pH 6,8) 375 mmol/l, Akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 10% (v/v), SDS 0,1% (w/v),
TEMED 0,001% (v/v), Peroxodisaran amonny 0,05% (w/v)
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15% Separacni gel pro SDS PAGE:

Tris-HCI (pH 6,8) 375 mmol/I, Akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 15% (v/v), SDS 0,1% (w/v),
TEMED 0,001% (v/v), Peroxodisaran amonny 0,05% (w/v)

Oligonukleotidy pro PCR

Oligonukleotidy pro klonovani Q domény z plazmitu pHGT2 do plazmidu pSUMO tak,

aby Q doména byla o 8 koncovych aminokyselin kratsi:
Vedouci: CGCGAACAGATTGGTGGACAGCAAAAGCAGCAGATA
Zpétny: AGGCCTTTGAATTCCGGACTACTGGACTTGATACAACTGC

Oligonukleotidy pro cilenou mutagenezi s vlozenim DNA pro peptidy TBC1D22A a
TBC1D22B za vzniku DNA pro fuzni protein ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B

Vedouci oligonukleotid pro vloZzeni TBC1D22A:

GCTGAGAGCCTGAACAGCGAGGTAGTAATGGAAACAGCTAACAGAGTCCTTCGAAACCACTCTC
AAAGACAGTAGTCCGGAATTCAAAGGCCT

Vedouci oligonukleotid pro viozeni TBC1D22B:

TTTCAAACTCTTAATAGCAAAGTTGCCCTTGCGACGGCCGCCCAAGTCCTGGAAAATCACTCCAAG
CTGCGGTAGTCCGGAATTCAAAGGCCT
Zpétny oligonukleotid vyuzity pfi vlozeni TBC1D22A i TBC1D22B:

[PITCCGGTACCCTGGACTTGATACAACTGC

Oligonukleotidy pro vystépeni DNA pro TBC1D22A a TBC1D22B z pfislusnych plazmidi
pSUMO

Vyrobce: Sigma Aldrich
Modre je znazornéna DNA sekvence rozpoznavana endonukleasou Ncol
Zelené je znazornéna DNA sekvence rozpoznavana restrikéni endonukleasou Notl

Cervené jsou znazornény ¢asti DNA kédujici sekvence peptidi TBC1D22A a TBC1D22B
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TBC1D22A
Vedouci:  ATTCACCATGGCTGAGAGCCTGAACAGC

Zpétny: ATTCAGCGGCCGCCTACTGTCTTTGAGAGTGGTTTCGAA
TBC1D22B

Vedouci: ATTCACCATGGAATTTCAAACTCTTAATAGCAAAGTTGCCCTT
Zpétny: ATTCAGCGGCCGCCTACCGCAGCTTGGAGTG

4. Metody

4.1. Priprava fuznich proteiniit GFP-TBC1D22A a GFP-

TBC1D22B

4.1.1. Priprava vektoru pro fuzni proteiny GFP-TBC1D22A a GFP-

TBC1D22B

4.1.1.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

DNA pro TBC1D22A (aminokyseliny 89 az 112) a TBC1D22B (aminokyseliny 85 az
108) byla ziskana z plazmidu pSUMO s DNA pro fuzni proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a
ACBD3(Q)-TBC1D22B (jejich priprava je popsana v kapitole 4.2.1. na strané 44) pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Oligonukleotidy pro tuto reakci obsahovaly vidy
¢ast plazmidu s TBC1D22A nebo TBC1D22B a DNA pro restrikéni endonukleasy Ncol a Notl
pro nasledné klonovani. PCR probihala vtermocykléru TProfessional Trio (Biometra
Product Line). SloZeni reakce je uvedené v Tab. 1 a reakce probihaly za podminek
uvedenych v Tab. 2. (strana 38) a Tab. 3 (strana 38). Oligonukleotidy vyuzité pfi téchto

reakcich jsou uvedeny v kapitole 3. na strané 36.
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Tab.1: SloZeni roztoku pro PCR vedouci k zisku DNA pro TBC1D22A a TBC1D22B

Latka MnozZstvi
DNA polymerasa Phusion flash High Fidelity | 10 pl
Master mix
Oligonukleotidy ,forwardni“ 0,5 um
Oligonukleotidy ,reversni“ 0,5 um
Templat 1ng

Voda v kvalité pro HPLC

Doplnéno do celkového objem 20 ul

Tab. 2: Pribéh PCR vedouci k zisku DNA pro TBC1D22A

Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 10 1
98 1
62,1 5 30
72 105
72 60 1
Tab. 3: Pribéh PCR vedouci k zisku DNA pro TBC1D22B
Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 10 1
98 1
62,8 5 30
72 105
72 60 1
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4.1.1.2. Elektroforéza na agardzové gelu

Pfitomnost DNA pro peptidy TBC1D22A a TBC1D22B byla ovéfena pomoci
horizontalni elektroforézy na agarézovém gelu. Na 1% agardzovy gel (sloZeni na strané
32) byl do jedné jamky nanesen 1 ul standardu GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo
scientific) a do dalsi jamky vidy 1 pl daného vzorku smichany s 1 pl nanaseciho pufru pro
agarézovou elektroforézu 6x DNA Loading Dye (Thermo scientific). Elektroforéza
probihala 15 minut pfi konstantnim napéti 300 Vv pufru TAE (z angl. tris-acetate-
ethylenediaminetetraacetic acid, sloZeni na strané 34). Prouzky na gelu byly vizualizovany
diky ethidiumbromidu v agarézovém gelu s pomoci UV fotoaparatu QUANTUM ST4

(Vilbert Lourmat).

4.1.1.3. Restrikcni stépeni a ligace DNA

DNA pfipravena v kapitole 4.1.1.1. (strana 37) byla spolecné s plazmidem pRSFD
(obahujici DNA pro GFP protein) Stépena restrikénimi endonukleasami Ncol a Notl a
klonovana tak do tohoto plazmidu. Vzniknul tak plazmid s DNA pro fuzni protein GFP-
TBC1D22A a TBC1D22B. Reakéni smési uvedené v Tab. 4 byly inkubovany 1 h pfi teploté
37°C.

Tab. 4: SloZeni reakcnich smési pri stépeni plazmidu pRSFD s GFP proteinem a DNA
s peptidy TBC1D22A/TBC1D22B pomoci restrikénich endonukleas Ncol a Notl. Plazmid i

DNA pro peptidy obsahovaly cilovd mista stépeni pro tyto restrikéni endonukleasy.

pRSFD(GFP) TBC1D22A/TBC1D22B
DNA 122 ng 500 ng
Ncol 0,5 ul 0,5 ul
Notl 0,5 ul 0,5 ul
cIP 0,5 ul X
Pufr 5ul 5ul
Voda do objemu 50 pl do objemu 50 pl
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Produkty reakce byly precistény pomoci sady pro purifikaci plazmidové DNA
QlAquick PCE Purification Kit (Qiagen) dle pfilozeného ndvodu [46]. Poté byly ligovany

pomoci T4 DNA ligasy. SloZeni ligacni reakce je uvedené v Tab. 5.

Tab. 5: SloZeni ligacni reakce pfipravenych plazmidd

Latka MnozZstvi
Vektor 55 ng
Insert 165 ng
T4 DNA ligasa 2 ul
Pufr pro T4 DNA ligasu 0,2 ul
Voda Do celkového objemu 20 pl

Produkty liga¢ni reakce byly precistény pomoci sady pro purifikaci plazmidové DNA
QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) a vizualizovany pomoci elektroforézy na 1%

agardozovém gelu stejné jako v kapitole 4.1.1.2 (strana 37).

4.1.1.4. Transformace bakterii E.coli DH5a a amplifikace

Ke 3 ul plazmidd pripravenych v kapitole 4.1.1.3. (strana 39) bylo pfidano 60 ul
bakterii E. coli DH5a. Vznikly roztok byl 15 minut inkubovan na ledé, a poté byla
provedena transformace teplotnim Sokem (42 °C, 42 s). Nasledné bylo pfidano 400 ul LB
(z angl. Lysogeny broth) media (sloZeni na strané 34) a roztok byl inkubovan 30 min pfi
pokojové teploté. Transformované bakterie byly preneseny na Petriho misku s agarem
obsahujicim kanamycin o koncentraci 40 pug/ml. Vzorky byly inkubovany 12 h pfi teploté
37°C v inkubatoru IPP 400 (Memmert).

Vybrané narostlé bakteridlni kolonie byly preockovany do 5 pl LB media

s kanamycinem o finalni koncentraci 40 ul/ml. Roztok byl inkubovan 12 h na tfepacce
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Innova 44 (Eppendorf) pi 37°C a 220 otacek za minutu (RPM, z angl. Revolution per

minute).

4.1.1.5. Preparace plazmidové DNA a jeji sekvenace

Roztok bakterii ptipraveny v kapitole 4.1.1.4. (strana 40) byl odstfedén na
centrifuze Beckmann Coulter X-15R (3000 RPM, 12 min, 4°C, rotor: SX470A). Supernatant
byl odlit a z peletu byla izolovdna plazmidova DNA pomoci komeréni sady na izolaci DNA

QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) dle pfilozeného navodu [47].

Oba vzorky plazmidové DNA byly poslana k sekvenaci do firmy GATC Biotech do
Vidné. Sekvenace byla provedena z jedné strany s vyuzitim vedouciho oligonukleotidu
komplementarniho s ¢asti GFP. SloZeni roztokl pro sekvenace DNA GFP-TBC1D22A a GFP-
TBC1D22B je uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6: SloZeni roztok( pro sekvenaci GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B.

Komponenta Koncentrace/mnoistvi
Plasmidova DNA 500 ng
Oligonukleotid GFP 10 umol/I
Voda v kvalité pro HPLC Doplnéna do celkového objemu 10 pl

4.1.2. Exprese fuznich proteiniit GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B

1 ul roztoku plazmidU pfipravenych v kapitole 4.1 (strana 36) byl smichan vidy s 60
pl kompetentnich bakterii E. coli DL21 Star s naslednou transformaci teplotnim Sokem
(42°C, 42 s). Poté byly vzorky smichany se 400 ul LB media (sloZeni na strané 34) a
inkubovany 1 h pfi 37°C v inkubatoru IPP 400 (Memmert). Tento roztok byl pfidan do 5 ml
LB media s kanamycinem o finalni koncentraci 40 ul/ml, a nasledné inkubovan 12 h na

tfepacce Innova 44 (Eppendorf) pti 37°C a 220 RPM.
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Transformované bakterie byly v obou ptipadech rovnomérné rozdéleny do tfi
dvoulitrovych Erlenmayerovych banék, pricemz kazda obsahovala 1 | autoindukéniho ZY
media (sloZeni na strané 35) a 2 ml kanamycinu o koncentraci 40 mg/ml. Takto pfipraveny
roztok byl inkubovan nejdfive 3,5 h pfi teploté 37°C, a nasledné 15 h pfi teploté 22 °C na
tfepacce Innova 44 (Eppendorf) pfi 220 RPM.

4.1.3. Purifikace fuznich proteini GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B

4.1.3.1. Lyza bunék

Bakterialni roztok z kapitoly 4.1.2. (strana 41) byl odstfedén v litrovych kyvetdch
na centrifuze Sorval Evolution RC (7000 RPM, 7 min, 4°C, rotor: SLC6000). Supernatant byl
odlit a pelet resuspendovan v promyvacim pufru (sloZzeni na strané 35). Resuspendovany
pelet byl homogenizovdn homogenizatorem dle Dounceho, lyzovdn na emulsilexu
Emulsiflex C3 (Avestin) pfi tlaku 120 MPa a odstfedén na centrifuze Beckman Coulter

Avanticentriuge J30I (15 000 RPM, 15 min, 4°C, rotor: JA 25.50).

4.1.3.2. Afinitni chromatografie na vazanych kovovych kationtech a

stépeni TEV proteasou

Na kolonu o objemu 15 ml byl pipetovan 1 ml NTA-agardzy (agardza s navdzanou
nitriloctovou kyselinou). NTA-agardza byla promyta 12 ml destilované vody, 12 ml NiCl, o
koncentraci 50 mmol/l, 12 ml destilované vody a 12 ml promyvaciho pufru. Ekvilibrovany
nosic byl pfidan k supernatantu z kapitoly 4.1.3.1. (strana 42) a inkubovan 1 h na rotatoru
Multi RS-60 (Biosan) pfi 20 RPM a 4 °C. Poté byl roztok odstifedén na centrifuze Beckmann
Coulter Allegra X-15R (1700 RPM, 2 min, 4°C, rotor: SX470A). Supernatant byl odlit a pelet
obsahujici nosi¢ resuspendovan v 50 ml promyvaciho pufru. Tento proces byl opakovan
celkem pétkrat, a poté byl pelet s 10 ml promyvaciho pufru pipetovan zpét na kolonu.

Proteiny byly z kolony eluovany 5 ml elu¢niho pufru (slozeni na strané 34).
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Pfipraveny roztok byl smichan s alikvotem 200 pl TEV proteasy o koncentraci 1

mg/ml a 3 ul B-merkaptoethanolu a nasledné inkubovan 24 h pfti teploté 4°C.

4.1.3.3. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsulfatu sodného

Pfitomnost exprimovanych proteini GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B byla
ovéfena pomoci elektroforesy na polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecysulfatu
sodného (SDS-PAGE). Do jedné jamky byl pipetovan 1 pl standardu PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, 10-250 kDa (Thermo Scientific). Do dalSich jamek bylo
pipetovano vidy 5 pl daného vzorku pred a po Stépeni TEV proteasou s 5 ul vzorkového
pufru pro SDS-PAGE (strana 34). SDS-PAGE probihala ve vertikdlnim usporadani na 4%
zaostfovacim (sloZeni na strané 35) a 10% separacnim gelu (sloZeni na strané 35) pfi
konstantnim napéti 250 V na aparatufe Mini-PROTEAN (Tetra system). Byl pouzit Tris-
glycinovy elektroforeticky pufr s dodecylsulfatem sodnym (sloZzeni na strané 34). Gel byl

obarven pomoci barviva Coomassie briliant blue G250 (CBB G250, sloZeni na strané 34).

4.1.3.3. Gelova permeacni chromatografie

Proteinové vzorky Stépené TEV proteasou z kapitoly 4.1.3.2. (strana 42) byly
odstredény na centrifuze Beckmann Coulter Allegra X-15R (3000 RPM, 5 min, 4°C, rotor:
SX470A) a supernatanty rozdéleny podle velikosti pomoci gelové permeacni
chromatografie. Proces probihal na pfistroji AKTA purifier 10 (GE Healthcare) a koloné
HiLoad 16/600 Superdex 75 pg (maximalni tlak 0,5 MPa, rozméry kolony 16x600 mm,
mrtvy objem 120 ml, GE Healthcare). Kolona byla promyta 120 ml vody v kvalité pro HPLC
a ekvilibrovdana 120 ml pufru pro gelovou permeacni chromatografii (sloZzeni na strané
34). Na ekvilibrované koloné byly poté proteiny obsazené v daném vzorku rozdéleny
podle velikosti. Frakce se zvySenou hodnotou absorbance pfi vinové délce 280 nm

(absorbce proteind) a 488 nm (absorbce GFP) byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Frakce

vvvvv
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pomoci koncentratoru Amicon Ultra 30 000 Da (Millipore Ireland Ltd.) na centrifuze

Beckmann Coulter Allegra X-15R (30 min, 3500 RPM, 4°C, rotor: SX470A).

4.1.3.4. Méreni koncentrace a ovéreni molekulové hmotnosti

Koncentrace proteinu byla vypoctena na zakladé znalosti molekulové hmotnosti,
extinkéniho koeficientu a zmérené absorbance pfi 280 nm na pfistroji NanoDrop
Spetrophotometer 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Jako slepy vzorek byl

pouzit pufr pro gelovou permeacni chromatografii.

Molekulovd hmotnost proteind GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B byla ovéfena
pomoci SDS-PAGE popsané v kapitole 4.1.3.3. (strana 43). K dalSimu ovéreni molekulové
hmotnosti a nepfitomnosti necistot bylo odeslano 100 pl kazdého vzorku o koncentraci 10
mg/ml na hmotnostni spektrometrii do laboratofe doc. RNDr. Josefa Cvacky, Ph.D.
Hmotnostni spektrometrie byla provedena metodou MALDI-TOF (z angl. matrix assisted

laser desorption/ionization — time of flight).

4.2. Priprava fuznich proteini ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-

TBC1D22B

4.2.1. Priprava vektoru pro fuzni proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a

ACBD3(Q)-TBC1D22B

4.2.1.1. Klonovani bez restrikcnich endonukleas

DNA pro Q doménu ACBD3 proteinu byla ziskdna z plazmidu pHis2 a pfeklonovana
do plazmidu pSUMO, protozZe exprese z tohoto plazmidu vede k proteinové sekvenci bez
dvou pocatecnich glycinl, které mohou vadit pfi krystalizaci proteinu. Oligonukleotidy
byly navrzeny tak, aby sekvence pro ACBD3(Q) v plazmidu pSUMO byla kratsi o ¢ast, ktera
se nepodili na vazbé PI4KB — tedy osm C-koncovych aminokyselin. Byla vyuZita

dvoukrokova metoda klonovani bez restrikénich endonukleas. Oligonukleotidy vyuzité pfi
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téchto reakcich jsou uvedeny v kapitole 3. na strané 36. V prvnim kroku se vytvofil jeden

velky oligonukleotid a vzorek byl precistén pomoci sady pro purifikaci plazmidové DNA

QlAquick PCE Purification Kit (Qiagen) dle prilozeného navodu [46]. SloZeni a prubéh

prvniho kroku reakce je uvedeno v Tab. 7 a Tab.8.

Tab. 7: SloZeni reakce prvniho kroku klonovdni Q domény ACBD3 proteinu z plazmidu

pHis2 do plazmidu pSUMO bez poutZiti restrikcnich endonukleas

Latka Koncentrace/mnoistvi
DNA polymerasa Phusion flash High Fidelity | 10 pl
Master mix
Oligonukleotidy ,forwardni“ 0,5 uM
Oligonukleotidy ,,reversni” 0,5 uM
Templat pHis2 1ng
DMSO 3%

Voda v kvalité pro HPLC

Doplnéno do celkového objem 20 ul

Tab. 8: Pribéh prvniho kroku klonovdni Q domény ACBD3 proteinu z plazmidu pHis2 do

plazmidu pSUMO bez pouZiti restrikcnich enzymu

Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 30 1

98 10

61 20 30

72 10

72 120 1

Tento velky oligonukleotid byl pouzit jako oligonukleotid pro PCR pti druhém

kroku klonovani. SloZzeni a pribéh druhého kroku reakce je uvedeno v Tab. 9 (strana 46) a

Tab. 10 (strana 46)
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Tab. 9: SloZeni reakce druhého kroku klonovdni Q domény ACBD3 proteinu z plazmidu

pHis2 do plazmidu pSUMO bez pouZiti restrikc¢nich enzymu

Latka Koncentrace/mnoistvi
DNA polymerasa Phusion flash High Fidelity | 10 pl
Master mix
»Megaoligonukleotid” 30 ul
Templat pPSUMO 20 ng

Voda v kvalité pro HPLC

Doplnéno do celkového objem 20 ul

Tab. 10: Prubéh druhého kroku klonovdni Q domény ACBD3 proteinu z plazmidu pHis2 do

plazmidu pSUMO bez pouZiti restrikcnich enzymda

Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 30 1

98 10

58 25 30

72 180

72 120 1

Po PCR bylo ke vzorku ptfiddno 0,5 pl enzymu Dpnl, ktery Stépi plvodni

templatovou DNA. Smés byla inkubovana 2 h pti 37°C v inkubatoru IPP 400 (Memmert).

Vzorek byl precistén pomoci sady pro purifikaci plazmidové DNA QlAquick PCE

Purification Kit (Qiagen) dle pfilozeného navodu [46]. Uspédnost pfipravy plazmidu byla

ovérena pomoci elektroforézy na 1% agardzovém gelu stejnym zplsobem jako v kapitole

4.1.1.2. (strana 39).
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4.2.1.2. Cilena mutageneze

Plazmidy s DNA koédujici fuzni proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-
TBC1D22B byly pfipraveny cilenou mutagenezi pomoci PCR. Pfi této reakci byly pouzity
oligonukleotidy obsahujici DNA pro peptidy TBC1D22A (aminokyseliny 89 az 112) a
TBC1D22B (aminokyseliny 85 az 108) a DNA pro sekvenci Glycin-Threonin-Glycin spojujici
dané peptidy s Q doménou ACBD3. SloZeni a pribéh reakci pro pfipravu DNA téchto
fuznich proteind je uvedeno v tabulkach Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13 (strana 48) a Tab. 14
(strana 48). Oligonukleotidy vyuZité pfi téchto reakcich jsou uvedeny v kapitole 3. na

strané 36.

Tab. 11: SloZeni PCR reakce pfi cilené mutagenezi pri pfipravé fuzniho proteinu ACBD3(Q)-

TBC1D22A

Latka Koncentrace/mnoistvi

DNA polymerasa Phusion flash High Fidelity | 10 pl

Master mix
Oligonukleotidy ,forwardni“ 0,5 uM
Oligonukleotidy ,,reversni” 0,5 uM

Templat — plazmid pSUMO se zkracenou Q| 1ng
doménou ACBD3

Voda v kvalité pro HPLC Doplnéno do celkového objem 20 ul

Tab. 12: Pribéh PCR reakce pri cilené mutagenezi pfi pripravé fuzniho proteinu ACBD3(Q)-

TBC1D22A
Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 30 1
98 10
58 25 30
72 180
72 120 1
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Tab. 13: SloZeni PCR reakce pri cilené mutagenezi pri pfipravé fuzniho proteinu ACBD3(Q)-

TBC1D22B
Latka Koncentrace/mnoistvi
DNA polymerasa Phusion flash High Fidelity | 10 pl
Master mix
Oligonukleotidy ,forwardni” 0,5 uM
Oligonukleotidy ,,reversni” 0,5 uM
Templat — plazmid pSUMO se zkracenou Q| 1ng
doménou ACBD3
DMSO 5%

Voda v kvalité pro HPLC

Doplnéno do celkového objem 20 pl

Tab. 14: Prlbéh PCR reakce pfi cilené mutagenezi pfi ptipravé fuzniho proteinu

ACBD3(Q)-TBC1D22B

Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani cyklu
98 30 1

98 10

57 25 30

72 180

72 120 1

Pfipravené plazmidy pSUMO obsahujici DNA pro fuzni proteiny ACBD3(Q)-

TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B byly ligovany, amplifikovany v bakteriich E. coli DH5a,

izolovany a ovéreny stejnym zplsobem jako pfi pripravé fuznich proteini GFP-TBC1D22A

a GFP-TBC1D22B (kapitola 4.1.1., strana 37).
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4.2.2. Exprese fuznich proteinii ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-

TBC1D22B

Exprese fuznich proteinl probihala obdobnym zplsobem jako exprese fuznich
proteinll ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B popsana v kapitole 4.1. (strana 37).
Vtomto pripadé byla vSak transformace provedena paralelné ctyrikrat. Vzniklé Ctyfi
bakteridlni suspenze byly nasledné rovnomérné rozdéleny do dvandcti dvoulitrovych
Erlenmayerovych banék, z nichz kazda obsahovala 1 | ZY media (sloZeni na strané 35) a 2
ml ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Takto pfipraveny roztok byl inkubavan nejdfivé 5

h pfi teploté 37°C, a poté 14 h pfi teploté 21°C na tfepacce Innova 44 (Eppendorf).

4.2.3. Purifikace fuznich proteini ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-

TBC1D22B

4.2.3.1. Lyza bakterialnich bunék, afinitni chromatografie na vazanych

kovovych kationtech, stépeni SUMO proteasou, gelova permeacni

chromatografie, SDS-PAGE

Bakteridlni suspenze z kapitoly 4.2.2. byla odstfedéna, homogenizovédna, lyzovéna
a purifikovan pomoci chromatografie na vazanych kovovych kationtech stejnym
zpUsobem jako pfi purifikaci proteint GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B (kapitola 4.1.3.,
strana 42). K takto pripravenému roztoku byl pfidan alikvot 250 pl SUMO proteasy o
koncentraci 1 mg/ml a nasledné byl inkubovan 3 h pti 4°C. Rozstépeni proteinu bylo
ovéreno na SDS-PAGE. Vzorek ACBD3(Q)-TBC1D22A byl nasledné purifikovan stejnym
zpUsobem jako v kapitole 4.1.3. (strana 42) pomoci gelové permeacni chromatografie.
Frakce vykazujici zvySenou absorbanci pfi vinové délce 280 nm byly analyzovany na SDS-

PAGE (4% zaostfovaci gel a 15% separacni gel, sloZzeni na strané 35 a 36) a frakce o

vvvvv
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4.2.3.2. Reverzni afinitni chromatografie na vazanych kovovych

kationtech, méreni koncentrace a ovéreni molekulové hmotnosti

Vzhledem k pfitomnosti necistot byla jako dalsi krok provedena reverzni afinitni
chromatografie na vazanych kovovych iontech. Postup byl stejny jako pfi dfive popsané
afinitni chromatografie (4.1.3.2., strana 42). Jimali jsme vSak eluat, ve kterém se nachazel
protein ACBD3(Q)-TBC1D22A bez hexahistidinové kotvy. Proteiny vazané na nosi¢ (SMT3
s navazanou hexahistidinovou kotvou a bakteridlni necistoty) byly uvolnény pfidanim 5 ml
elu¢niho pufru (sloZzeni na strané 34). Eluat s ACBD3(Q)-TBC1D22A byl poté koncentrovan
na findlni objem 500 ul pomoci koncentratoru Amicon Ultra 3 000 Da (Millipore Ireland
Ltd.) na centrifuze Beckmann Coulter Allegra X-15R (20 min, 3500 RPM, 4°C, rotor:
SX470A).

Stejnym zplUsobem jako v kapitole 4.1.3.5. (strana 44) byla zméfena koncentrace
proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A a ovérena molekulovd hmotnost tohoto proteinu pomoci

SDS-PAGE a hmotnostni spektrometrie.

4.3. Metoda ,pull down“

K ovéreni interakce mezi peptidy TBC1D22A a TBC1D22B s ACBD3(Q) byla pouzita
metoda ,,pull down“ s vyuZitim pfipravenych faznich proteini GFP-TBC1D22A a GFP-
TBC1D22B a ACBD3(Q) s hexahistidinovou kotvou (ACBD3(Q)-His), ktera byla jiz dfive

pfipravena v laboratofi.

Ke 20 pl roztoku NTA-agardzy s navazanymi nikelnatymi ionty v ,,pull down” pufru
(slozeni na strané 35) bylo pfiddno 350 pg ACBD3(Q)-His a 175 ug proteinu GFP-
TBC1D22A, respektive GFP-TBC1D22B. Obé smési byly inkubovany 1 h pfi 4°C na rotatoru
Multi RS-60 (Biosan) pfi 20 RPM. Poté byl roztok odstfedén na centrifuze Eppendorf
Centrifuge 5418 (1800 RPM, 2 min, 4°C, rotor: FA 45-18-11). Supernatant byl odstranén,
k peletu bylo pipetovano 30 ul ,pull down” pufru, roztok byl promichdn a odstfedén
stejnym zplsobem. Takovéto promyti bylo provedeno celkem pétkrat. Z nosi¢e byly

proteiny eluovany pridavkem 30 pl eluéniho pufru (sloZzeni na strané 34), roztok byl
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promichan, opét odstfedén stejnym zplUsobem a supernatant prenesen do Cisté
zkumavky. Jako negativni kontrola byla u obou interakci provedena metoda ,,pull down“
stejnym zpUsobem, ale bez pritomnosti ACBD3(Q)-His. Pripravené roztoky byly

analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.4. Termoforéza

Ke zjisténi disociacni konstanty interakce ACBD3(Q) s TBC1D22A a TBC1D22B byla
pouzita termoforéza. Pro pokus byly vyuzity pfipravené fuzni proteiny GFP-TBC1D22A,
GFP-TBC1D22B a ACBD3(Q), ktery byl jiz dfive pfipraven v laboratofi.

Experiment byl proveden na pfistroji Monolith NT.115 (Nano Temper
Technologies) dle pfilozeného manualu [48]. V obou reakcich byl pouZit pufr pro
termoforézu (sloZeni na strané 34) a GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B s konstantni
koncentraci 150 nmol/l . Pfi méfeni sily interakce mezi GFP-TBC1D22A a ACBD3(Q) byla
vyuZita ACBD3(Q) o koncentraci 1,47 mmol/| a fedici fada 2:1, pfi méreni sily interakce
GFP-TBC1D22B a ACBD3(Q) pak ACBD3(Q) o koncentraci 1,47 mmol/I| a fedici fada 3:1.
Méreni fluorescence probihalo v mikrokapilardch Monolith NT.115 Capillaries (Nano
Temper Technologies) pfi sile MST (microscale thermophoresis) 80% a sile LED (light
emitting diode) 20%. Kaidy pokus byl proveden tfikrat v tetraplikdtech. Hodnoty byly
analyzovany metodou teplotniho skoku, pfi které se zjistuje rozdil fluorescence pred
zapnutim a po vypnuti laserového paprsku, a statisticky vyhodnoceny pomoci priiméru a

smérodatné odchylky.

4.5. Krystalizace fuzniho proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A a jeji

optimalizace

Krystalizace probihala metodou difuze par v usporadani sedici kapky v 96-ti
jamkovych destickach Intelli-Plate 102-001-20 (Art Robbins Instrument) pfi 18°C. Kapky

byly pfipraveny smichanim 0,5 ul roztoku proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A o koncentraci 5,1
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mg/ml, 8,1 mg/ml, 12,1 mg/ml, 18,3 mg/ml, 20,1 mg/ml a 28,1 mg/ml v pufru pro
gelovou permeacni chromatografii (sloZzeni na strané 34) s 0,5 ul krystaliza¢niho roztoku
pomoci pristroje Oryx8 (Douglas Instrumets). Pfi pokusech o krystalizaci byly vyuZity
komercni krystalografické sady JCSG Core Suite I-1V, cryo-JCSG Core Suite I-IV (tyto sady
byly pfipraveny smichanim JCSG Core Suite I-IV s glycerolem v poméru 4:1), Morpheus,
SG1, ProPlex, MIDAS a MIDAS plus. Difuze probihala proti 70 ul krystaliza¢niho roztoku

v rezervoaru a uniku par bylo zamezeno prelepenim desticky priuhlednou félii.

Optimalizovali jsme podminku sady MIDAS plus obsahujici 20% Sokalan CP45 a
mravencan sodny o koncentraci 0,1 mol/I. Pfi optimalizaci byly vyzkouseny kombinace
Sokalan CP45 o koncentraci 8% az 32% (po 2%) a mravencanu sodného o koncentraci 0,02
mol/l az 0,24 mol/I (po 0,02 mol/l). Pro tyto pokusy byl vyuZit vzorek ACBD3(Q)-TBC1D22A
o koncentraci 28,1 mg/ml. K ovéreni vlivu NaCl na krystalizaci byl vzorek v pufru pro
gelovou chromatografii smichan s pufrem pro krystalografii A, B, C, D (sloZeni na strané 34
a 35). Pripravili jsme tak jednotlivé vzorky v pufru s NaCl o koncentraci 200mM, 150mM,
100mM a 50mM. Vznikajici krystaly byly monitorovany optickym mikroskopem SZX10
(Olympus). Vybrané krystaly byly zmrazeny v tekutém dusiku Mgr. et Mgr. Evienem
Bourou, Ph.D. Difrakéni experiment byl proveden RNDr. Martinem Klimou, Ph.D a RNDr.

Janem Silhdnem, Ph.D v Helmholtzové centru v Berliné na synchrotronu BESSY II.

Druhd optimalizovanad podminka byla ze sady JCSG Core Suite IV obsahujici 30%
polyethylenglykol 6000 a 0,1M Bicin s pH 9. Vtomto experimentu byly vyuzZity stejné
vzorky ACBD3(Q)-TBC1D22A jako v pfipadé optimalizace predchozi podminky. P¥Fi
optimalizaci byly vyuzity kombinace polyethylenglykolu 6000 o koncentraci 5% az 40% (po
5%) a Bicinu s pH 9 o koncentraci 0,02M az 0,20M (po 0,02M).
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5. Vysledky

5.1. Priprava fuznich proteinii GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B

5.1.1. Priprava vektoru pro fuzni proteiny GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B

Pomoci PCR byly z plazmidu pfipraveného v kapitole 4.2.1. (strana 44) ziskdny DNA
kodujici peptidy TBC1D22A a TBC1D22B. Nasledné byly tyto DNA pieklonovany s vyuztim
restrikénich endonukleas Ncol a Notl do plazmidu pHGT2 za C-konec GFP. Vznikl tak
vektor, jehoz schéma je zndzornéno na Obr. 6. Vektor obsahoval na 5 konci DNA pro
hexahistidinovou kotvu dulezZitou pro afinitni chromatografii nasledovanou smérem k 3*
konci DNA pro GB1 protein, ktery zvySuje rozpustnost proteinu, misto pro klonovani,

cilové misto Stépeni pro TEV proteasu, GFP a TBC1D22A nebo TBC1D22B.

1 352

Obr.6: Schéma vektoru obsahujici DNA pro pripravu fuzniho proteinu GFP-TBCI1D22A,
respektive GFP-TBC1D22B. His — hexahistidinovd kotva, GB1 — protein GB1 duleZity pro
zvySeni rozpustnosti proteinu, L — misto pro klonovdni, TEV — cilové misto Stépeni pro TEV
proteasu, GFP — zeleny fluorescencni protein, TBC1D22A/B — DNA odpovidajici sekvenci
TBC1D22A (aminokyseliny 89 aZ 112) nebo TBC1D22B (aminokyseliny 85 aZ 108). Celkem

tento vektor obsahuje DNA kddujici 352 aminokyselin.

Uspésnost pripravy plazmidu byla ovéfena pomoci elektroforézy na 1%
agarézovém gelu. Elektroforeogram je znazornén na Obr. 7 (strana 54) a je na ném patrny
prouzek odpovidajici velikosti zhruba 5 000 paru bazi, ktery velikostné odpovida velikosti

pozadovaného plazmidu o velikosti 4 812 par( bazi.
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Obr.7: 1% agarozovy gel zndzorriujici uspésnost pripravy vektort pro fuzni proteiny GFP-
TBC1D22A a GFP-TBC1D22B. Prouzky odpovidajici témto proteinim jsou zndzornény
zelenou Sipkou. (S) Standard, (1) GFP-TBC1D22A (2) GFP-TBC1D22B

DNA byla nasledné ligovdna a transformovana do bakterii DH5a. Vznikla

bakteridlni kultura byla sklizena a plazmidova DNA z ni byla izolovana a sekvenovana.

5.1.2. Exprese a purifikace fuznich proteinu GFP-TBC1D22A a GFP-

TBC1D22B

Fuzni proteiny GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B byly exprimovany ve 3 |
autoindukéniho media v bakteriich E. coli BL21 Star. Vytvorena bakteridlni kultura byla
odstfedéna, resuspendovdna, homogenizovana a lyzovana. Protein byl exprimovan jako
fuzni protein s GB1 pro zvySeni rozpustnosti a s hexahistidinovou kotvou, pomoci které
byl izolovan z lyzatu afinitni chromatografii. Protein GB1 s hexahistidinovou kotvou byly
poté odstépeny TEV proteasou, coZ bylo ovéfeno metodou SDS-PAGE. Elektroforeogram

je prezentovdan na Obr.8 (strana 55).
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Obr. 8: 10% polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE — kontrola odstépeni GB1 a hexahistidinové
kotvy od fuznich proteini GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B TEV proteasou. (S) Standard,
(1) GFP-TBC1D22A pred Stépenim TEV proteasou, (2) GFP-TBC1D22A po Stépeni TEV
proteasou, (3) GFP-TBC1D22B pred stépenim TEV proteasou, (4) GFP-TBC1D228B po Stépeni

TEV proteasou. Cernou Sipkou jsou oznaceny fuzni proteiny GFP-TBCID22A a GFP-

TBC1D22B. Cervenou Sipkou je oznacen odstépeny protein GB1 s hexahistidinovou kotvou.

Prouzky na Obr. 8 znazornujici proteiny o velikosti zhruba 39 kDa odpovidaji GFP-
TBC1D22A a GFP-TBC1D22B s vazanym proteinem GB1 a hexahistidinovou kotvou. Po
Stépeni TEV proteasou jsou patrné dva prouzky. Prouzek odpovidajici velikosti zhruba 10
kDa znazorrfiuje odstépeny protein GB1 s hexahistidinovou kotvu (ma mit 9,72 kDa).
ProuzZek vyskytujici se mezi 25 a 35 kDa odpovida fuznimu proteinu GFP-TBC1D22A a GFP-
TBC1D22B, které maji mit molekulovou hmotnost zhruba 30,1 kDa. Posun prouzkl tedy
velikostné odpovida odstépeni GB1 s hexahistidinovou kotvou. Ostatni pfitomné proteiny

jsou nejspiSe bakteridlni proteiny, které se také navazaly pFi afinitni chromatografii.

Dalsim purifikaénim krokem byla gelovd permeacni chromatografie, pfi které byl
rozstépeny proteinovy vzorek rozdélen podle velikosti. Chromatogramy vzork( jsou
znazornény na Obr. 9 (strana 56) a Obr. 11 (strana 57). Proteiny byly analyzovany
mérenim absorbance pfti vinové délce 280 nm, pfi které absorbuji proteiny, a pfi vinové
délce 488 nm, pfi které absorbuje protein GFP pfitomny v obou fuznich proteinech. Na

obou elucnich profilech jsou patrné dva vrcholy. Vrchol odpovidajici vétSimu proteinu a

55



absorbujici svétlo o vinové délce 280 nm i 488 nm odpovida fuznimu proteinu GFP-
TBC1D22A, respektive GFP-TBC1D22B. Vrchol odpovidajici mensSimu proteinu a
absorbujici svétlo o vinové délce pouze 280 nm odpovidad odstépenému proteinu GB1
s hexahistidinovou kotvou. Pro potvrzeni pfitomnosti daného proteinu byly vybrané
frakce analyzovany pomoci SDS-PAGE. Elektroforeogramy jsou na Obr. 10 (strana 57) a

Obr. 12 (strana 58).
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Obr. 9: Zavislost absorbance na eluénim objemu proteinu GFP-TBC1D22A pfi gelové
permeacni chromatografii na koloné HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem
pro gelovou permeacéni chromatografii. Vybrané frakce pro elektroforetickou analyzu jsou
zndzornény Cisly (1)-(6). Modre je zndzornéna absorbance pri vinové délce 280 nm, riZové

absorbance pri vinové délce 488 nm.
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Obr. 10: 15% polyakrylamidovy gel barveny CBB G250 z SDS-PAGE vybranych frakci gelové
permeacni chromatografie proteinu GFP-TBC1D22A. (S) Standard, (P) GFP-TBC1D22A po
Stépeni TEV proteasou aplikovany na kolonu pfi gelové permeaéni chromatografii, (1)-(6)
jednotlivé frakce z gelové permeacni chromatografie. Cernou je oznacen protein GFP-

TBC1D22A. Cervenou $ipkou je oznacen odstépeny protein GBI s hexahistidinovou kotvou.
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Obr. 11: Zavislost absorbance na elucnim objemu proteinu GFP-TBC1D22B pri gelové
permeacni chromatografii na koloné HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem
pro gelovou permeacni chromatografii. Vybrané frakce pro elektroforetickou analyzu jsou
zndzornény cisly (1)-(7). Modre je zndzornéna absorbance pri vinové délce 280 nm, riZové

absorbance pri vinové délce 488 nm.
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Obr. 12: 15% polyakrylamidovy gel barveny CBB G250 z SDS-PAGE vybranych frakci gelové
permeacni chromatografie proteinu GFP-TBC1D22B. (S) Standard, (P) GFP-TBC1D22B po
Stépeni TEV proteasou aplikovany na kolonu pfi gelové permeaéni chromatografii, (1)-(7)
jednotlivé frakce z gelové permeacni chromatografie. Cernou je oznacen protein GFP-

TBC1D22B. Cervenou Sipkou je oznacen odstépeny protein GB1 s hexahistidinovou kotvou.

Prouzky na Obr. 10 (strana 57) a Obr. 12 oznacené cernou Sipkou odpovidaji
velikosti mezi 25kDa a 35 kDa, tedy proteinim GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B. Prouzky
oznacené Cervenou Sipkou odpovidaji vzhledem velikosti zhruba 15 kDa, tedy proteinu
slozeného z proteinu GB1 a hexahistidinové kotvy. Frakce obsahujici pouze nami
pozadované proteiny GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B byly jednotlivé smichany,
koncentrovany na koncentraci 10 mg/ml a odesldny na analyzu molekulové hmotnosti do
servisni laboratofe doc. RNDr. Josefa Cvacky, Ph.D. Zde byla provedena hmotnosti

spektrometrie metodou MALDI-TOF.

Hmotnostni spektra obou vzorkl jsou na Obr. 13 (strana 59). Vyplyva z nich, ze
pfipravené proteinové vzorkys GFP-TBC1D22A i GFP-TBC1D22B obsahuji pouze tyto
proteiny. Ocekdvana velikost obou protein( byla zhruba 30,1 kDa a odpovida ji nejvyssi
vrchol. Druhy nejvyssi vrchol ma velikost zhruba 15 kDa, coZ je molekulovd hmotnost
odpovidajici stejnym proteinl, avSak s dvojnasobnym nabojem. V obou proteinech jsou
pfitomné aminokyselinové zbytky cysteinu, coz milze vést ke spojovani a vzniku

vV

proteind.
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Obr. 13: Hmotnostni spektra purifikovanych proteind.

TBC1D22B.
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5.2. Priprava fuznich proteini ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-

TBC1D22B

5.2.1. Priprava vektoru pro fuzni proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a

ACBD3(Q)-TBC1D22B

Metodou klonovani bez poufZiti restrikénich endonukleas byla DNA pro ACBD3(Q)
preklonovana z plazmidu pHis2 do plazmidu pSUMO tak, aby plazmid pSUMO obsahoval
ACBD3(Q) kratsi o poslednich 8 aminokyselin, tedy o oblast, kterd se nijak neucastni vazby
PI4KB ani vazby TBC1D22A ¢i TBC1D22B. Plvodni vektor methylovany bakteriemi byl
rozStépen pomoci Dpnl. Takto pfipravend DNA byla vyuZita jako vektor pro cilenou
mutagenezi ,in phusion”, pfi které byla do tohoto vektoru vloZzena DNA pro peptid
TBC1D22A (aminokyseliny 89 az 112), respektive TBC1D22B (aminokyseliny 85 aZz 108). Pfi
mutagenezi byla také vloZzena DNA pro aminokyselinovou sekvenci glycin-threonin-glycin
tvorici spojku mezi ACBD3(Q) a TBC1D22A, respektive TBC1D22B, tak, aby byly tyto
molekuly v prostoru vedle sebe. Vektory obsahovaly na 5 konci DNA sekvenci kddujici
hexahistidinovou kotvu. Smérem k 3‘ konci pak DNA kédujici protein SMT3 (jedna se o
kvasinkovy homolog SUMO-1 proteinu, jehoZ trojrozmérnou strukturu rozeznava SUMO
proteasa Ulpl vyuZivana pro odstépeni hexahistidinové-SMT3 kotvy), ACBD3(Q), GTG
mUstek a peptidy TBC1D22A nebo TBC1D22B. Schéma tohoto vektoru je zndzornéno na
Obr. 14.

1 192

Obr. 14: Schéma vektoru obsahujici DNA pro pripravu fuzniho proteinu ACBD3(Q)-
TBCI1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B. His — hexahistidinovd kotva, SMT3 — kvasinkovy
homolog proteinu SUMO-1, ACBD3(Q) — Q doména ACBD3 proteinu, GTG — mustek glycin-
threonin-glycin, TBC1D22A/B — GA rezidentni peptidy TBC1D22A (aminokyseliny 89 aZ
112) a TBC1D22B (aminokyseliny 85 aZ 108). DNA kdduje protein Citajici 192 aminokyelin.
Protein ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B Citaji 83 aminokyselin

(aminokyseliny 109 aZ 192 tohoto vektoru).
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Vysledné produkty byly precistény komercni sadou a analyzovany elektroforézou
na agardozovém gelu. Elektroforeogram je znazornény na Obr. 15 a jsou na ném patrné
prouzky o velikosti zhruba 6 000 parl bazi. Ty odpovidaji velikostem pripravovanych

plazmidQ, které maji v obou pfipadech 6 015 parl bazi.

(5) (1) (2)

Obr. 15: 1% agardzovy gel zndzornujici uspésnost pripravy vektor( pro fuzni proteiny
ACBD3(Q)-TBC1D22A ACBD3(Q)-TBC1D22B. Prouzky odpovidajici témto proteiniim jsou
zndzornény zelenou sipkou. (S) Standard, (1) ACBD3(Q)-TBC1D22A (2) (ACBD3(Q)-
TBC1D22B

Vysledné produkty byly ligovany, precistény a transformovéany do bakterii E.coli

DH5a. Plazmidova DNA byla v bakteriich amplifikovana, izolovana a posléze sekvenovana.

5.2.2. Exprese a purifikace fuznich proteini ACBD3(Q)-TBC1D22A a

ACBD3(Q)-TBC1D22B

Proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B kddované v pfipravenych
plazmidech byly exprimovany ve 12 | autoindukéniho media v bakteridlnich burikdch E.
coli BL21 Star. Vznikld masa byla odstfedéna, resuspendovdana, homogenizovana a
lyzovana. Proteiny byly exprimovany spole¢né s proteinem SMT3 a hexahistidinovou
kotvou (pro purifikaci afinitni chromatografii). SMT3 s hexahistidinovou kotvou byly
odstépeny SUMO proteasou Ulpl a Uspésnost odstépeni analyzovana pomoci SDS-PAGE.

Eektroforeogram je znazornén na Obr. 16 (strana 62).
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Obr. 16: 15% polyakrylamidovy gel barveny CBB G250 z SDS-PAGE pfi kontrole stépeni
SUMO proteasou. (S) Standard, (1) ACBD3(Q)-TBC1D22A pred Stépenim Ulpl proteasou
(2) ACBD3(Q)-TBC1D22A po stépeni Ulpl proteasou (3) ACBD3(Q)-TBC1D22B pred
§tépenim Ulpl proteasou (4) ACBD3(Q)-TBC1D22B po Stépeni Ulpl proteasou. Cernou
Sipkou je oznacen protein ACBD3(Q)-TBC1D22A. Cervenou Sipkou je oznacen odstépeny
protein SMT3 s hexahistidinovou kotvou. Zelenou sipkou jsou oznaceny nestépené proteiny
ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B obsahujici SMT3 protein a hexahistidinovou

kotvu.

Z elektroforeogramu na Obr. 16 je patrné, Ze Stépeni bylo UspéSné pouze
v pfipadé proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A. Stépeni vzorku s proteinem ACBD3(Q)-
TBC1D22B bylo vyzkouseno tfikrat, pokazdé neuspésné. Dale byl tedy purifikovan pouze
fuzni protein ACBD3(Q)-TBC1D22A.

Dalsim purifikacnim krokem byla gelova permeacni chromatografie, pfi které byly
proteiny ze vzorku s ACBD3(Q)-TBC1D22A rozdéleny dle velikosti. Chromatogram tohoto
vzorku je znazornén na Obr. 17 (strana 63). Eluované proteiny byly analyzovdny mérenim
absorbance pfi vinové délce 280 nm, pfi které absorbuji proteiny. Na elué¢nim profilu je
patrny vrchol odpovidajici fuznimu proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A. Vrchol odpovidajici
hexahistidinové kotvé a SMT3 proteinu, ktery se od ptvodniho proteinu odstépil pomoci
SUMO proteasy na eluénim profilu patrny neni, protoZe neobsahuje aminokyseliny

absorbujici pfi vinové délce 280 nm.
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Obr. 17: Zavislost absorbance na elu¢nim objemu proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A pfi gelové
permeacni chromatografii na koloné HiLoad 16/600 Superdex 75 pg ekvilibrované pufrem
pro gelovou permeacni chromatografii. Vybrané frakce pro elektroforetickou analyzu jsou

zndzornény Cisly (1)-(11). Modre je zndzornéna absorbance pfi vinové délce 280 nm.

Pro potvrzeni pfitomnosti ACBD3(Q)-TBC1D22A byly vybrané frakce analyzovany
pomoci SDS-PAGE. Elektroforeogram je znazornén na Obr. 18 (strana 64). Je z néj patrné,
Ze nedoslo zcela uspésné k rozdéleni protein podle velikosti. Je to zpUsobené tim, Ze
velikosti proteind jsou podobné. SMT3 spojeny s hexahistidinovou kotvou je velky zhruba
12,6 kDa, ACBD3(Q)-TBC1D22A je velky zruba 9,8 kDa. Dale muzeme vidét bakterialni

proteiny, které se navazaly pfi afinitni chromatografii.
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Obr. 18: 15% polyakrylamidovy gel barveny CBB G250 z SDS-PAGE vybranych frakci gelové
permeacni chromatografie proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A. (S) Standard, (P) ACBD3(Q)-
TBCID22A po stépeni SUMO proteasou aplikovany na kolonu pri gelové permeacni
chromatografii, (1)-(6) — jednotlivé frakce z gelové permeaéni chromatografie. Cernou je

oznacen protein ACBD3(Q)-TBC1D22A. Cervenou Sipkou je oznacen odstépeny protein

SMT3 s hexahistidinovou kotvou.

Vzhledem k nedostatecnému rozdéleni proteind podle velikosti byla jako dalsi
purifikaéni krok wvyuZita reverzni afinitni chromatografie na vazanych nikelnatych
kationtech. VSechny frakce z gelové permeacni chromatografie vykazujici absorbanci pfi
vinové délce 280 nm byly spojeny a inkubovény s NTA-Agarosou s vazanymi nikelnatymi
ionty. Po aplikaci vzorku na kolonu byl jiman eluat. Navdzané proteiny na nosi¢ byly
uvolnény elu¢nim pufrem. Prvni eludt i uvolnéné proteiny z nosice byly analyzovany na
SDS-PAGE. Elektroforeogram je prezentovan na Obr. 19 (strana 65). V eluovaném vzorku
je patrny prouzek odpovidajici ACBD3(Q)-TBC1D22A. Ve vzorku s uvolnénymi proteiny
z nosiCe jsou patrné prouzky odpovidajici SMT3 proteinu s hexahistidinovou kotvou i

navazané bakterialni proteiny.

Molekulovd hmotnost ACBD3(Q)-TBC1D22A byla nasledné ovéfena hmotnostni
spektrometrii v laboratofi doc. RNDr. Josefa Cvacky, Ph.D metodou MALDI-TOF.
Na hmotnostnim spektru na Obr. 20 (strana 65) je patrny vrchol odpovidajici molekulové
hmotnosti zhruba 9,8 kDa, coZ odpovidd molekulové hmotnosti ACBD3(Q)-TBC1D22A.

Ziskali jsme tedy Cisty proteinovy vzorek.
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Obr. 19: 15% polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE pfi analyze uspésnosti reverzni afinitni
chromatografie. (S) Standard, (P) Proteinovy vzorek spojenim frakci z gelové permeacni
chromatografie, (1) ACBD3(Q)-TBC1D22A nezachyceny na nosi¢ pfi reverzni afinitni
chromatografii, (2) Protein SMT3 s hexahistidinovou kotvou a necistoty zachycené na
nosi¢ pfi reverzni afinitni chromatografii. Cernou $ipkou je zndzornén protein ACBD3(Q)-

TBC1D22A. Cervenou Sipkou protein SMT3 s hexahistidinovou kotvou.
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum purifikovaného proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A.
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5.3. Metoda,,pull down”

K ovéreni interakce ACBD3(Q) s peptidy z proteind TBC1D22A a TBC2D22B byla
vyuzita metoda ,pull down”. Byly pouZity pfipravené proteiny GFP-TBC1D22A, GFP-
TBC1D22B a Q doména ACBD3 proteinu s hexahistidinovou kotvou, ktera jiz byla
v laboratofi pfipravena. Reakéni vzorky obsahovaly vidy ACBD3(Q) s hexahistidinovou
kotvou a GFP-TBC1D22A nebo GFP-TBC1D22B v pufru ,pull down®. Pro vylouceni
nespecifické vazby GFP-TBC1D22A, respektive GFP-TBC1D22B, na nosi¢ byla vyuZita
negativni kontrola, u které vzorky neobsahovaly ACBD3(Q) s hexahistidinovou kotvou.
Vysledky byly analyzovdny na SDS-PAGE. Z elektroforeogramu na Obr.21 je patrné, Ze se
GFP-TBC1D22A i GFP-TBC1D22B vaze na ACBD3(Q) a podle negativni kontroly nedochazi

k jejich vazbé na nosic.

(s) (1) (2) (3) (4) (5) (6)
70 kDa

25 kDa
® e w

15 kDa

Obr. 21: 15% polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE pri metodé ,pull down”. (S) Standard, (1)
Vzorek proteini ACBD(Q)-His a GFP-TBC1D22A, (2) Eluce negativni kontroly obsahujici
pouze GFP-TBC1D22A, (3) Eluce ACBD3(Q) a GFP-TBC1D22A, (4) Vzorek proteint
ACBD(Q)-His a GFP-TBC1D22B, (2) Eluce negativni kontroly obsahujici pouze GFP-
TBC1D228, (3) Eluce ACBD3(Q) a GFP-TBC1D22B.
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5.4. Termoforéza

Ke zjisténi disociacni konstanty interakce ABCD3 s TBC1D22A a TBC1D22B byla
vyuzita termoforéza. Byly pouzity pripravené peptidy TBC1D22A a TBC1D22B oznacené
proteinem GFP a ACBD3(Q), ktera byla jiZ v laboratofi pfipravena.

Oba pokusy byly provedeny trikrat v tetraplikdtech a vysledky byly statisticky
vyhodnoceny pomoci priméru a smérodatné odchylky. Disocia¢ni konstanta interakce
ACBD3(Q)-TBC1D22A je rovna 114,0 +/- 36,6 umol/l. Disocia¢ni konstanta interakce
ACBD3(Q)-TBC1D22B je 183,8 +/- 37,2 umol/Il. Grafy ziskanych vysledk( jsou znazornény
v grafech na Obr. 22 (strana 68). Z vysledkl je patrné, Ze se v obou pfipadech jedna o

slabou interakeci.
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Obr. 22: Graf dat ztermoforézy pfi urcovdni disociacni konstanty interakce ACBD3

proteinu s (A) peptidem TBC1D22A a (B) peptidem TBC1D22B. Na ose x je vynesena

koncentrace ACBD3(Q). Na ose y je normalizovand fluorescence (ta je vypocténd z hodnot

frakce oznacenych molekul TBC1D22A, respektive TBC1D22B navdzanych na ligand

ACBD3, normalizované fluorescence nenavdzanych oznacenych molekul a normalizované

fluorescence komplexu ACBD3(Q)-TBC1D22A, respektive ACBD3(Q)-TBC1D22B.
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5.5. Krystalizace fuzniho proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A a jeji

optimalizace

Krystalizace fuzniho proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A probihala v usporadani sedici
kapky metodou diflze par. Pti pokusech o krystalizaci byly vyuzity krystalografické sady
zminéné v kapitole 4.5. na strané 51. Ze vSech vyzkouSenych moZnosti protein
krystalizoval pouze pfi podmince obsahujici 20% Sokalan CP 45 a mravencan sodny o
koncentraci 0,1 mol/l a pfi podmince obsahujici 30% polyethylenglykol 6 000 a Bicin s pH
9 o koncentraci 0,1 mol/l. V obou pfipadech byly krystaly malé a deformované a pro vznik

vétsich symetrickych krystal(i jsme se tyto podminky pokusili optimalizovat.

Pfi optimalizaci prvni zminéné podminky byly vyzkouseny vSechny kombinace 8%
az 32% (po 2 %) Sokalanu CP45 s mravencanem sodnym o koncentraci 0,02 mol/Il az 0,24
mol/l (po 0,02 mol/l). Dale byl vyzkousen vliv NaCl v pufru, ve kterém byl protein
rozpustén ACBD3(Q)-TBC1D22A. Pokus byl proveden v pufrech s Tris pH 8 o koncentraci
20 mmol/l, B-merkaptoethanol o koncentraci 3 mmol/l a NaCl s koncentracemi 50
mmol/I, 100 mmol/l, 150 mmol/l a 200 mmol/l. Ke krystalizaci dochazelo pouze v pufrech
s koncentraci NaCl 100 mmol/l a 200 mmol/l. Ve vétsiné pripadld bud nedochazelo ke
krystalizaci vibec, popripadé byly krystaly velmi deformované. Malé, ale symetrické
krystaly vznikly pfi krystalizacni podmince obsahujici 22% Sokalan CP45 a mravencan
sodny o koncentraci 0,02 mol/I s proteinem v pufru obsahujicim Tris pH 8 o koncentraci
20 mmol/l, B-merkaptoethanol o koncentraci 3 mmol/I a NaCl o koncentraci 100 mmol/I.
Tyto symetrické krystaly ziskaly svoji findlni podobu po 10 dnech krystalizace pti 4°C a
jejich fotka je uvedena na Obr. 23 (strana 70). Nasledné byl proveden difrakéni
experiment na synchrotronu BESSY Il v Berliné RNDr. Martinem Klimou, Ph.D a RNDr.
Janem Silhdnem, Ph.D. Vzorek difraktoval k rozliseni zhruba 11 A a difrakéni obrazec je

znazornén na Obr.24 (strana 70).

V druhém pripadé byly vyzkouseny podminky obsahujici vSechny kombinace 5%
az 40% (po 5%) polyethylenglykolu 6 000 s Bicinem s pH 9 o koncentraci 0,02 mol/l az 0,20

mol/I (po 0,02 mol/l). V tomto pripadé byly vzniklé krystaly vidy malé a deformované.
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Obr. 23: Krystaly fuzniho proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A vznikly pfi podmince obsahuijici

22% Sokalan CP 45 a mravencan sodny o koncentraci 0,02 mol/I.

)

[IE RS e
Obr. 24: Difrakéni obraz krystalu fuzniho proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A vznikly pfi
podmince obsahujici 22% Sokalan CP 45 a mravencan sodny o koncentraci 0,02 mol/I.

Rozliseni ~ 11 A. Méfeno na synchrotronu BESSY Il v Berliné.
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6. Diskuse

V prehledu literatury bylo uvedeno, Ze nékteré viry z ¢eledi Picornaviridae svymi
molekulami ovliviiuji bunééné pochody hostitelského organismu k tvorbé replikaénich
organel, tedy oblasti nezbytnych k virové reprodukci. Jednim z téchto bunécnych pochod
je zvySeni produkce PI4P na membrané pomoci fosfatidylinositol 4-kinas [23]. Aichi virus,
poliovirus, cosxackie virus B3 nebo napfiklad enterovirus 71 dokdZou prostfednictvim
jejich nestrukturniho proteinu 3A vazat protein ACBD3 do membran replika¢nich organel
[32]. Na ACBD3 se poté vaie PI4KB, kterd zde tvofi PI4P, ¢imZ se vytvafi prostredi
s negativnim nabojem vhodné pro vazbu RNA-depentendni RNA polymerasy 3D a

replikaci virové RNA ve virovych replikacnich organeldch. Molekuly podilejici se na

zivotnim cyklu viru se tak koncentruji na jednom misté [32,34].

Pomoci bioinformatickych metod byly nalezeny dva peptidy z GA, TBC1D22A a
TBC1D22B, které se vazi na stejné misto ACBD3 jako PI4KB, ¢imz dochazi k omezeni vazby
PI4KB na membranu, a tim kinhibici tvorby PI4P v replikacnich organeldch. Peptidy
TBC1D22A a TBC1D22B jsou tak potencidlnimi inhibitory PI4KB a replikace nékterych
picornavirl [31]. Nebyla vSak doposud zjisténa sila této interakce ani vyresen strukturni
podklad interakci ACBD3 a témito peptidy. Pochopeni téchto interakci na atomarni drovni

by mohlo vést k vyvoji novych inhibitord PI14KB.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit interakci ACBD3(Q) s peptidy odvozenymi od
proteinl TBC1D22A a TBC1D22B a zjistit silu této interakce. Dale pak pfipravit krystaly
proteinovych komplex(t ACBD3(Q)-TBC1D22A a ACBD3(Q)-TBC1D22B potiebné k vyreseni
trojrozmérnych struktur téchto komplext, které by mohly byt podkladem pro pripravu

novych inhibitor( interakce PI14KB s ACBD3 proteinem.

V dfive publikované praci bylo zjiSténo, Ze na interakci mezi ACBD3(Q) a PI4KB
nemaji vliv ostatni domény ACBD3 proteinu (GOLD doména, CAR doména ani ACBD
doména). Z tohoto dlvodu jsme v nasich experimentech pouZivali pouze ACBD3(Q). Déle
bylo zjisténo, Ze tato interakce je velmi silna s disocia¢ni konstantou 0,32 +/- 0,13 pumol/I

[12].
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V této préci byla studovana disociacni konstanta interakce ACBD3(Q) s peptidy
TBC1D22A a TBC1D22B. V pfipadé interakce ACBD3(Q)-TBC1D22A byla zjisténa disociaéni
konstanta 114,00 +/- 36,60 umol/Il, v pfipadé interakce ACBD3(Q)-TBC1D22B byla zjisténa
disociacni konstanta 183,80 +/- 37,20 umol/I. Z vysledki je patrné, Ze tyto interakce jsou
fddové mnohem slabsi neZ interakce ACBD3(Q)-PI4KB potiebnd k fosforylaci Pl na

membrané.

Drive byla struktura samostatné ACBD3(Q) a komplexu s N-terminalnim helixem
PI4KB vyreSena metodou nukledrni magnetické rezonance, protoze nebyly zndmé presné
hranice Q domén [12]. Zde byl konstrukt Q domény upraven, aby obsahoval pouze

usporadané aminokyselinové zbytky.

V této praci jsme se pokusili pfipravit fuzni proteiny ACBD3(Q)-TBC1D22A a
ACBD3(Q)-TBC1D22B pro nasledné reSeni trojrozmérné struktury téchto komplexa.
Jednotlivé komponenty byly spojeny mustkem z glycinu, threoninu a glycinu, ktery
umoznuje jejich prostorové umisténi blizko sebe. Takto se podafilo pfipravit pouze
protein ACBD3(Q)-TBC1D22A. V pripadé ACBD3(Q)-TBC1D22B bylo neuspésné stépeni
SUMO proteasou Ulpl, ktera rozpoznava trojrozmérnou strukturu SUMO proteinu,
v nasem pripadé SMT3 proteinu - kvasinkového homologu proteinu SUMO-1.

Pravdépodobné doslo ke sterickému zabranéni pfistupu SUMO proteasy.

Pokusili jsme se pfipravit krystaly proteinu ACBD3(Q)-TBC1D22A k naslednému vyreseni
trojrozmérné struktury. | po optimalizaci hranic Q domény byla krystalizace problematicka
(pFipravené krystaly jsou znazornény na Obr.23 na strané 70), ale ty nejlepsi z nich vsak
difraktovaly pouze do rozliSeni 11 A (difrakéni obrazec je zndzornén na Obr.24 na strané

70), které neumoznuje reSeni trojrozmérné struktury.

Cilem dalsi prace na tomto projektu bude optimalizace krystalizace, popfipadé vyreseni
struktury pomoci nukledrni magnetické rezonance, abychom porozuméli interakci ACBD3

proteinu s proteiny TBC1D22A a TBC1D22B na atomarni drovni.
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7. Zaver

Metodami genového klonovani byly pfipraveny plazmidy kédujici fuzni proteiny
GFP-TBC1D22A(aminokyseliny 89-112), GFP-TBC1D22B(aminokyseliny 85-108),
ACBD3(Q)-TBC1D22A(aminokyseliny 89-112) a ACBD3(Q)-
TBC1D22B(aminokyseliny 85-108).

Bakterialni expresi byly ptipraveny fuzni proteiny GFP-TBC1D22A, GFP-TBC1D22B a
ACBD3(Q)-TBC1D22A. Z fuzniho proteinu His-SMT3-ACBD3(Q)-TBC1D22B se

nepodarilo odstépit His-SMT3 pomoci Ulp1 proteasy.

Proteiny GFP-TBC1D22A a GFP-TBC1D22B byly purifikovany afinitni chromatografii
na vazanych nikelnatych kationtech a gelovou permeacni chromatografii. Protein
ACBD3(Q)-TBC1D22A byl purifikovan afinitni chromatografii na vazanych
nikelnatych kationtech, gelovou permeacni chromatografii a reverzni afinitni

chromatografii na vdzanych nikelnatych kationtech.

Metodou ,,pull down“ byly Uspésné ovéreny interakce proteinu ACBD3(Q)

s peptidy odvozenymi od TBC1D22A a TBC1D22B proteind.

Pomoci termoforézy byla zmérena disociacni konstanta interakci proteinu
ACBD3(Q) s TBC1D22A a TBC1D22B. V pfipadé interakce ACBD3(Q) s TBC1D22A
byla zjisténa disociacni konstanta 114 +/- 36,6 umol/I, v pfipadé interakce
ACBD3(Q) s TBC1D22B pak 183,8 +/- 37,2 umol/I. Zjistili jsme, Ze se jedna o slabé

interakce, radove slabsi nezZ interakce ACBD3(Q) s PI4KB.

Podafrilo se pripravit malé symetrické krystaly fuzniho proteinu ACBD3(Q)-
TBC1D22A, které viak difraktovaly jen do rozligeni 11 A.
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovatel(.

Tab. 15 : Evidence vypdijcovateli

Jméno a pfijmeni

Q<

slo OP Datum vypujceni Poznamka
S adresou
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