Abstrakt

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem ulohy posttranslaénich modifikaci
fosducinu na jeho interakci s proteinem 14-3-3 a dale posouzeni vlivu tvorby komplexu na tyto
modifikace.

Fosducin je 33kDa protein nachazejici se ve fotoreceptorovych bunkach sitnice,
ale také v jinych tkanich. Pfes mnohé experimenty jsou vsak jeho fyziologické funkce stale
feSenym tématem. Spekuluje se o jeho vlivu pfi regulaci signalni drahy oé¢ni sitnice, krevniho
tlaku a exprese G-proteint. Funkce fosducinu je regulovana proteinem 14-3-3, jenz hraje roli
v mnohych biochemickych procesech. Tvorba komplexu mezi proteinem 14-3-3 a fosducinem
vyzaduje fosforylaci dvou serinovych zbytki v N-terminalni doméné molekuly fosducinu.
Uloha vazby proteinu 14-3-3 v regulaci funkce fosducinu je ovsem stéle nejasna.

V ramci této diplomové prace byly exprimovany proteiny 14-3-3CAC a fosducin
(s mutaci Q52K) a uspésné purifikovany. Ke studiu vlivu tvorby komplexu na posttransla¢ni
modifikace fosducinu bylo vyuzito limitované proteolyzy a defosforylace. Experimenty
ukazaly, Ze tvorba komplexu zpusobuje vyznamné zpomaleni defosforylace Ser-54 i Ser-73
a proteolytické degradace, coz indikuje protektivni funkci vazby proteinu 14-3-3¢AC. Uloha
obou 14-3-3CAC vazebnych motivii obsahujicich Ser-54 a Ser-73 pro interakci fosducinu
s proteinem 14-3-3CAC byla zkoumana méfenim stacionarni anizotropie fluorescence
syntetickych fosfopeptidi. Vysledky ukazaly obdobné vazebné afinity obou studovanych
motivl, ¢imz poukazuji na stejny vyznam motivit pro interakci fosducinu s proteinem
14-3-3CAC.



