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Abstrakt

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem ulohy posttransla¢nich 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 pii regulaci signalni drahy ocni
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 zbytka v
N-terminalni doméné molekuly fosducinu. Uloha vazby proteinu 14-3-3 v regulaci
funkce fosducinu je ovSem stale nejasna.

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



Abstract

The aim of this diploma thesis was to study the role of posttranslational
modifications of phosducin and their role in the interaction with the 14-3-3 protein
as well as the influence of the complex formation on these modifications.

Phosducin is a 33kDa protein commonly present in photoreceptor cells of the retina
as well as other tissues. Despite many experiments, its physiological functions are still
elusive. It has been speculated that fosducin plays an important regulatory role in visual
phototransduction pathway, regulation of blood pressure and expression of G-proteins.
The phosducin function is regulated through binding to the 14-3-3 protein, a regulatory
protein involved in many biochemical processes. Phosducins binding to 14-3-3 protein
requires phosphorylation of two serine residues Ser-54 and Ser-73 within the N-terminal
domain of phosducin. However, the role of the 14-3-3 protein binding in the regulation
of phosducin function is still unclear.

In this diploma thesis proteins 14-3-3CAC and phosducin (mutation Q52K) were
successfully expressed and purified. The effect of the complex formation on phosducin
posttranslational modifications was investigated using limited proteolysis
and dephosphorylation. These experiments revealed that the complex formation
significantly slowed down both the dephosphorylation of pSer-54 and pSer-73
and the proteolytic degradation of phosducin. This indicates that the complex formation
might have a protective function against dephosphorylation and proteolytic cleavage.
The importance of the two 14-3-3CAC protein binding motifs containing pSer-54
and pSer-73 for the interaction between phosducin and 14-3-3CAC protein was
investigated using steady-state fluorescence anisotropy measurements with synthetic
phosphopeptides. These measurements revealed similar binding affinities for both
studied motifs thus suggesting their similar importance for the interaction between
phosducin and 14-3-3{AC protein.



Seznam zkrateK a SymboOlu ............c.cccovviiiiiiiiiiiici e 8
I 01 Y TP 9
2. Teoreticka CASE.........coceiiiiiiii e 10
2.1, FOSUUCIN ..t 10
2110 VO oo 10
2.1.2. SHUKEUIA ... 11
2.1.3.  Rozdilna funkce N-termindlni a C-terminalni domény..................... 13
2.1.4.  Posttranslacni modifikace fosducinu...........ccccovvveiiiiiiiiniiiiiicnn, 13
2.1.5.  Fyziologické funkce fosducinu..........ccccovvviriiiiiieiiiiciicce e 15

2.2, ProteiNy 14-3-3 ...t 18
2.2.1 VO oo 18
2.2.2. SHUKIUIE ..o 19
2.2.3. Vazebny MOtIV......ccoiiiiiiiieiiee et 20
2.2.4.  Mechanismus funkce proteinu 14-3-3........cccccceevveveeieiiesieese e, 20

2.3. Interakce proteinu 14-3-3 a foSAUCINU ........c.ccoveveiieiieiece e, 21
3. CHIE PIACE ... 22
4. Metody a Material .............ccocoiiiiiiiiiii s 23
4.1, PouZity Material ........coooviiiiiiiiiee s 23
411, ChemiKALIC......ccoveiiiieiiieicee e 23
412, PHISEIOJ@. uiiiiiiieitieie sttt 24
4.1.3.  Ostatni Materil ........ccceiiiiiiiiiiieiese e 24

4.2.  Exprese a purifikace proteinll ...........covereriirieniieiinieseee e 25
421, PlaSMId ..o 25
4.2.2.  Bakteridlni exXpresni SYStEM.......ccoivveiieiiiiiiiinii e 25
4.2.3.  Transformace bakterii..........ccooviriiiiiiiiiiiiieie e 26
4.2.4.  Kultivace bakterii a indukce exprese proteinll ...........ccocvevveirircnennnn. 26
4.25.  Preparativni Centrifiace ........cccvrverieiiiiiiieii e 27
4.2.6.  SONIKACE ....c.ocviiiiiiiiiiiic s 27
A2.7.  DHALYZA...ooiiiiiiiie s 28
4.2.8. Chromatografi.........coiuriiiieiiieiese s 30
4.2.9. Koncentrovani roztokill proteini..........ccceevvrvieiinieiiiinninieesieieseenns 34



4.3, SDS-PAGE ...t 34
4.4,  Mereni Koncentrace Proteintll ........ccveviveerrieesiieesiieessresssireessseeesseeesseeens 37
4.5.  Fosforylace fOSAUCINU..........ccviieiieiiiic e 37
4.6.  Limitovand proteOlYZa .......ccccucviiriiieiiiiieiiiie i ssieessiee e 38
A4.7.  DefOSTOIYIACE ........oiiiiicie et 38
4.8, SUMOYIACE ..ottt 39
4.9. Fluorescentni MEFENI .......ccueereiiiiiiiiieitee sttt 41

O, VYSIEAKY .....oooiiiiiiiii s 44
5.1.  Exprese a purifikace proteintt 14-3-3CAC a PAQ52K .........cccovvvrverinnnnn, 44
5.1 1 EXPIESE ittt s 44
5.1.2.  Niklova chelata¢ni chromatografie............c.cceovriveiiiiiiicniiesee, 44
5.1.3. Aniontové vyménna chromatografie ..........ccccererireniiniiniiniinieiennn, 45
5.14.  Gelova permeacni chromatografie ..........cccoeviiiiiiiiiicii e, 47

5.2.  Studium posttranslacnich modifikaci fosducinu............cccecerviiriiiiieeninnnn 50
5.2.1.  Limitovana proteolyza PAQS2K ........ccccoviiiiiiiiiiiiiicic e, 50
5.2.2.  Limitovana defosforylace PAQS52K .........cccoovviiiiiiiiiiicicee, 52
5.2.3. SUMOVYIace foSAUCINU ........ccveiiiiiiiicie e, 54
5.2.4.  Porovnani vazebné afinity fosforylovanych peptidii............ccceeneee. 95

8. DISKUZE ... 61
T ZLAVET ..o 63
8.  Seznam citované literatury.............cccccoooiiiiiiiiinic e 64
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1.Uvod

Predkladana diplomova prace je soucasti SirSiho projektu laboratofe
prof. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. Cilem tohoto projektu je objasnéni struktury
komplexu fosducinu s proteinem 14-3-3, charakterizace vazebnych interakci
a regulac¢nich vlastnosti té€chto proteinti. Cilem této diplomové prace je studium ulohy
posttranslaénich modifikaci na interakci fosducinu s proteinem 14-3-3 a dale posouzeni
vlivu tvorby komplexu na tyto modifikace.

Funkce fosducinu jsou stale feSenym tématem. Nejasna je jeho aktivita v o¢ni
sitnici, byt s nejvétsi pravdépodobnosti spocdiva predev§im Vv regulaci signalu
prendsSencho z oc¢ni sitnice k neurontim, ktery je zprostiedkovan G-proteinovou signalni
drahou. Intenzita denniho svétla je ovSem pfili§ vysoka a vyzaduje utlumeni piislusné
signalni drahy. Ve tmé je naopak zesileni tohoto signalu nutné, a proto je inhibi¢ni
funkce fosducinu potlacena prostifednictvim jeho fosforylace nasledované interakci

s proteinem 14-3-3.



2.Teoreticka cast

2.1. Fosducin

2.1.1. Uvod

Fosducin je protein, ktery byl vice nez pred 30 lety objeven a purifikovan
z hovézich sitnic v komplexu s By podjednotkami (Ggy) G-proteinu transducinu (Gy) [1].
Tento protein je v zavislosti na piitomnosti svétla fosforylovan kinasami [2], pfedevsim
CAMP-dependentni protein kinasou (PKA) [3]. Odtud také prameni jeho nazev, jelikoz
zohlednuje moznost fosforylace (fos-) 1 nejcastéjsiho vazebného partnera (-ducin) [4].

Jeho vyznam spocivd pifedevS§im ve schopnosti regulace ptenosu signalu,
a to interakci s heterotrimernimi G-proteiny, napfiklad v buiikach o¢ni sitnice se jedna
0 jiz zminény Gt [4]. Tyto proteiny jsou soucasti signalnich drah, kde pienasi signal
z receptori (GPCR) prostfednictvim vymény GDP za GTP a svym naslednym
rozpadem na podjednotky G, a Gg, [5]. Aktivovana G, dale reguluje mnoho dalSich
efektorovych systémil. Fosducin je schopen vazat Gg,, ¢imz brani zpétné asociaci
heterotrimeru Gt a tim pferusuje cyklus pfenosu signalu. Je-li ovSem fosducin

fosforylovan, jeho schopnost interakce s Gg, je inhibovana.

Fosducin

Obr. 2.1. Stuzkové zobrazeni komplexu fosducinu (fialové) s Gg, podjednotkou transducinu (zeleng) [6].
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Fosducin je pfitomen s velmi podobnou strukturou u savect. S vétSimi strukturnimi
odchylkami se nachazi vSak i u jinych eukaryotickych organismi (kostnatych,
nalevnikd, hub i kvasinek) [4]. Také byly objeveny proteiny, které maji obdobnou
strukturu jako fosducin [7]. Cast jejich struktury je odlisna, piesto si zachovaly
schopnost vazat Ggy. VEtSina téchto proteind je vSak zapojena do skladani proteind, kde
funguji jako chaperony.

Fyziologické role fosducinu jsou stile zkoumanym tématem, pfedevSim se jedna
0 jeho zapojeni do procesu vidéni a s tim spojeného pfenosu svételného signalu [8][9],
nicméné také se objevuji dal§i dukazy o jeho spojitosti s vysokym krevnim tlakem

[10][11][12] a expresi Ggy [13].

2.1.2. Struktura

Sav¢i fosducin se v =zavislosti na druhu sklada z 244-246 aminokyselin,
coz odpovida molekulové vaze 28 kDa, nicméné na SDS-PAGE gelu se nachazi
ve frakci odpovidajici 33 kDa [9].

Krystalova struktura fosducinu byla vyfeSena v komplexu s Ggy, a to s rozliSenim
2,4 A. Identifikovany byly dvé domény, N- a C-termindlni. Tyto domény spolu
neinteraguji, namisto toho obaluji Gy a vytvaii rozsahly interakéni povreh [6].

N-terminalni doména je velmi flexibilni a nepfili§ strukturovand. V komplexu
s Gpy Je tvofena predevsim tfemi a-helixy. Tato doména interaguje s Gg, v oblasti
vazebného mista pro G, a navazani N-terminalni domény fosducinu tedy brani asociaci
Gu s Gpy [14].

C-termindlni doména je podobnd struktufe thioredoxinu. Vaze c&ast Ggy
zodpovédnou za vazbu k membrané tyc€inek a interakci s receptorem, ¢imz uvoliiuje Ggy

z membrany [14].
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C-terminalni doména
(podobna thioredoxinu)

Obr. 2.2. Obrazek znazoruje usporadani sekundarni struktury fosducinu v komplexu s Gg,. N-terminalni
doména je slozena ze tii o-helixti (H1-3). C-terminalni doména se sklada z péti B-listd (S1-4)
a Ctyt a-helixti (H4-7). Z obrazku je také patma podobnost C-terminalni domény s thioredoxinem
[6].

2.1.2.1. Nestrukturované proteiny

Nestrukturované proteiny a proteiny, které obsahuji nestrukturované oblasti,
postradaji stabilni terciarni strukturu, typickou pro ostatni proteiny [15]. Tyto proteiny
se zaroven vyskytuji ve vice, ovSem funkénich konformacich [16]. Jedna se vSak
o bézné se vyskytujici proteiny, které plni mnoho biologickych funkci a byla prokazana
i jejich souvislost s fadou lidskych onemocnéni [17]. Funkce nestrukturovanych
proteind jsou spojeny naptiklad se signalnimi drahami, regulaci transkripce, kondenzaci
DNA a délenim buné¢k [15]. Tyto schopnosti maji pfedevsim diky své flexibilité, ktera
umoznuje fadu interakci se signalnimi a regulatornimi proteiny.

Struktura téchto proteinti vétSinou obsahuje mnoho hydrofilnich aminokyselinovych
zbytkli, mimo vazebnych mist ostatnich proteinti, které jsou casto hydrofobni [16].
V nestrukturovanych oblastech proteinu jsou také lokalizovany nékteré posttranslacni
modifikace, naptiklad fosforylace serinovych a tyrosinovych zbytka [15]. Stejné je

tomu u fosducinu, jehoZ nestrukturovanou oblasti je N-termindlni doména.
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2.1.3. Rozdilna funkce N-terminalni a C-terminalni domény

2.1.3.1. N-terminalni doména

N-termindlni doména fosducinu interaguje s Ggy, V ¢asti, ktera ve tmou adaptované
sitnici vaze G, [14]. Pravé vytvorenim této vazby N-terminalni doména strukturné brani
opétovné reasociaci Ggy s Go.

Tato vazba je naruSena fosforylaci fosducinu, pficemz fosforylované zbytky
aminokyselin se nachazi na povrchu jeho N-terminalni domény [18]. Dokonce
se vyskytuji i na povrchu komplexu fosducinu s Gg, a jsou tedy voln¢ piistupné kinasam
[6]. Samotna fosforylace ov§em nezpisobuje rozruseni tohoto komplexu, namisto toho
zpusobuje konformacni zménu N-terminalni domény. Fosforylace na Ser-73 zpusobi
ve fosducinu konformacéni zménu helixu 2, jejimZ vysledkem je ztrata kontaktu s Ggy
pravé v misté, které vaze G, Vlivem této strukturni zmény se zvysSuje pristupnost G
k vazebnému mistu Gg,. K Gplnému rozruseni komplexu je vSak potieba fosforylace
vice zbytkti aminokyselin [18].

Navazani samotné N-terminalni domény fosducinu dokazalo zpusobit inhibici
ptenosu signalu a jeji fosforylace nasledné rozruSeni komplexu s Gg,, coz indikuje
nezavislost na C-terminalni doméné [14]. Samotna N-terminalni doména ovSem
nedokazala zpisobit odpuzeni od membrany ty€inky. Tato funkce nélezi C-terminalni

doméné fosducinu [6].

2.1.3.2. C-terminalni doména

Jelikoz m4 C-terminalni doména zaporny naboj, ktery pfipomind zaporny néaboj
membrany, navazuje se na Gy podjednotku praveé v misté, které kotvi Gpy Vv membrané
[6]. Tim C-termindlni doména stéricky blokuje moznost interakce Gg, S membranou.
Zaroven se zaporné naboje C-terminalni domény a membrany odpuzuji, a tudiz je

komplex ptenasen do cytosolu, kde neni mozna jeho reasociace s Gq.

2.1.4. Posttranslac¢ni modifikace fosducinu

Jak jiz bylo zminéno, fosducin se Uc€astni regulace signalnich drah kompetici s Gq

0 vazbu s Gg,. Tato vlastnost fosducinu je vyrazné€ ovlivnéna jeho fosforylacnim
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stavem [5]. Ten zavisi na intenzité svétla, kterému byly sitnice, ze kterych byl fosducin
izolovan, vystaveny [2] (viz kap. 2.1.5.2.).

Ser-73 se nachazi v N-terminalni doméné fosducinu a je jednim z jeho dvou
hlavnich fosforyla¢nich mist [14]. Toto misto je fosforylovano ptfedev§im cAMP-
dependentni protein kinasou A [3]. Fosforylace touto kinasou brani fosducinu v jeho
inhibici funkce G-proteint, jelikoz pouze nefosforylovany fosducin je schopny branit
reasociaci G, S Gg,. Interakce fosducinu s G, vSak nebyla prokazana, na rozdil
od interakce s Ggy. Fosforylace fosducinu pomoci PKA tedy narusuje jeho schopnost
interakce s Ggy a umoznuje tak zpé&tnou reasociaci Gt [5].

Jelikoz je fosducin fosforylovan pomoci PKA, je jeho fosforylacni stav také zavisly
na koncentraci CAMP, kterd je fizena adenylatcyklasou, jejiz aktivita je regulovana Ca?*
a proteinem kalmodulinem. Timto mechanismem muize byt tedy fosforylace fosducinu
regulovana koncentraci Ca?* [19].

Vliv koncentrace Ca?* je dale zprostiedkovan Ca?*/kalmodulin-dependentni protein
kinasou Il (CaMKII) [18]. Touto kinasou je fosducin velmi efektivné fosforylovan,
¢imz je, stejné jako v ptipadé PKA, inhibovana vazba komplexu s Ggy, a to dokonce
se stondsobnou ucinnosti nez v piipadé PKA. CaMKII ovSem nefosforyluje fosducin
pouze na Ser-73, ale také na Ser-54, coz umoznuje navazani proteinu 14-3-3. Snizeni
koncentrace Ca?" in vivo interakci téchto proteinti znemoznilo a koncentrace Ca?* tedy
ma pfimy dopad na fosforyla¢ni stav fosducinu.

Vysoka ucinnost inhibice vazby fosducinu fosforylovaného CaMKIIl a Gg, je
pravdépodobné zpusobena fosforylaci dalSich serinovych zbytka [18]. CaMKII je totiz
in vitro schopna fosforylovat fosducin na Ser-6, Ser-36, Ser-54, Ser-73 a Ser-106.
Fosforylace téchto mist ma kumulativni efekt pfi inhibici vazby komplexu,

vvvvvv

sniZzuje schopnost fosducinu uvolnit komplex z membrany.

Ser-73
Ser-54

N 4 S

N-terminalni doména (1-110) C-terminalni doména (110-246)

Obr. 2.3. Schematické znazoméni primami struktury fosducinu. Na obrazku jsou vyznaceny dvé
nejdilezit¢jsi fosforylaéni mista fosducinu (Ser-54 a Ser-73), které se nachazi v jeho
N-terminalni doméné.
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Fosforylace vSak byla pozorovana i v C-termindlni doméné fosducinu [20].
Fosducin je zde fosforylovan s G-proteiny spiazenou receptorovou kinasou 2 (GRK2).
Tato modifikace také inhibuje schopnost fosducinu vazat Gg, a naznacuje tak moznou
modulaci jeho aktivity.

Také bylo poukazano na pravdépodobnou regulaci fosducinu fosfatasami [21].
Po fosforylaci fosducinu PKA byla totiz prokazana jeho defosforylace fosfatasou typu 1
(PP1) a typu 2A (PP2A).

Dale byla publikovana studie, ktera naznacila moznou regulaci fosducinu
prostiednictvim proteinu SUMO (small ubiquitin-related modifier) [22]. Podle této
studie se SUMO vaze na Lys-33 v N-terminalni doméné fosducinu (mutace Lys-33
na Arg znemoznila modifikaci fosducinu proteinem SUMO). Stejné jako v piipadé
fosforylace, navazani SUMO sniZilo afinitu fosducinu k Ggy. Déle bylo spekulovano,

ze tato modifikace také chrani fosducin pied proteosomalni degradaci.

2.1.5. Fyziologické funkce fosducinu

2.1.5.1. Bunécna lokalizace

Fosducin je exprimovan v bufikach o¢ni sitnice (v tyCinkach i ¢ipcich), kde se také
nachazi v nejvyssich koncentracich [23]. Zaroven je vS8ak exprimovan v §iSince, ktera
ma obdobny puvod [4]. V nizsich koncentracich se také vyskytuje v jatrech, slezing,
pti¢né pruhované svaloving a centralnim nervovém systému [24].

Zajimava je také pritomnost fosducinu a Gpy v tyCinkach, v zavislosti na osvétleni,
kterému byly ty¢inky vystaveny. Fosducin byl totiz nalezen v obou, vné&j$im i vnitinim
segmentu tycinek adaptovanych na tmu, ovSem pouze ve vnitinim segmentu tycCinek
adaptovanych na svétlo [25]. U Gg, tomu bylo obracené. V ty¢inkach adaptovanych na
tmu byl pfitomen pouze ve vnéj$im segmentu a po adaptaci na svétlo v obou. Osvétleni
tedy zpuisobuje presun jak fosducinu, tak Gg, komplexu do cytosolu vnitiniho segmentu

tyCinek a je pravdépodobné, ze za presun Gpy, komplexu je zodpovédny fosducin.

2.1.5.2. Funkce fosducinu v o¢ni sitnici
V buiikdch o¢ni sitnice obratlovell je reakce na svétlo zprostiedkovéana
G-proteinovou signalni drahou [26]. Fotony jsou nejprve zachyceny rhodopsinem,

coz zpusobi jeho izomeraci. Takto excitovany rhodopsin dale aktivuje G-protein
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transducin, a to katalyzou vymény vazaného GDP za GTP, coz zapficini jeho rozpad
na podjednotky G, a Ggy. Uvolnéna G, dale aktivuje enzym fosfodiestereasu, ktera
hydrolyzuje ¢cGMP. SniZeni koncentrace cGMP vede k uzavieni Na* a Ca®* kanald
a nasledné hyperpolarizaci membrany, tedy vytvoreni nervového signalu.

Ptes veskeré informace o interakcich fosducinu s Ggy, role fosducinu a zavislosti
jeho fosforylace na svétle neni stale vyfeSena [23]. Diky zna¢né koncentraci fosducinu
v ty€inkéch, jeho vazbé s Gg, a zdvislosti fosforylacniho stavu na intenzité svételného
zéieni, zacalo byt zkouméno mozné zapojeni fosducinu do pienosu svételného signalu
[27]. Korelace mezi fosforylacnim stavem fosducinu a mnozstvi svétla, kterému byly
ty¢inky vystaveny, byla objevena jiz v roce 1984 [2]. Fosducin v ty¢inkach je ve tmé
fosforylovan a pii expozici svételnému zareni dochéazi k jeho defosforylaci, ¢imz je
umoznéna jeho vazba s Gpy [5]. Tato vazba pietrvava az do opétovné fosforylace
fosducinu [27]. Vychytavani Gg, nefosforylovanym fosducinem a piesun z vné&jsi ¢asti
tyCinek se zda byt hlavnim mechanismem, kterym je fosducin zapojen do signalni drahy
vidéni.

Také bylo poukézédno na moznou rozdilnou funkci jednotlivych fosforyla¢nich mist
[23]. Fosducin fosforylovany na Ser-54 byl pfitomen piedevsim ve vnéjsi ¢asti ty¢inek,
zatimco fosducin fosforylovany na Ser-71 (pokusy byly provedeny na mysSich, jejichz
fosducin byl o dvé aminokyseliny kratsi) byl pfitomen ve vSech ¢astech ty¢inky. Slabé
svétlo spustilo rychlou reversibilni defosforylaci obou mist, zatimco silné¢ svétlo
fosducinu v ptenosu svételného signalu.

Objevena byla také spojitost fosducinu s degeneraci bunék oc¢ni sitnice [28]. Pii
pokusech provadénych na mysich s touto degeneraci byla rovnovédha mezi fosducinem
fosforylovanym ve tm¢ a ptitomnosti nefosforylovaného fosducinu ve svételné fazi
narusena. Fosducin byl fosforylovan pomoci CaMKII nezévisle na davce svétla.

Na druhou stranu, experimenty provedené na mysich s vyfazenym genem pro
fosducin neprokazaly zménu pfi adaptaci na svétlo, ve srovnani s mySmi, u kterych gen
vyrazen nebyl. Byla vSak prokazana signifikantné snizena senzitivita na svétlo, ktera
korelovala s niz$i expresi Ggy. Tyto vysledky poukazuji spiSe na cast fosducinu pfii

expresi G-proteind, neZ na jeho vliv pfi adaptaci na svétlo [13].
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2.1.5.3. Kardiovaskularni funkce

Hypertenze a jeji kardiovaskularni nasledky znacnou mérou ptispivaji k celosvétové
umrtnosti, pfesto je vSak u vice nez 90 % pacientd ptic¢ina vysokého tlaku nezndma
a pacienti jsou diagnostikovani s tzv. primarni hypertenzi [29]. ZvySené riziko vzniku
primarni hypertenze je pfitom Casto predikovano genetickymi faktory. Objevuji se stale
nové dikazy o souvislosti mezi zvySenou aktivitou sympatického nervového systému
a vysokym tlakem pacientii, nicméné mechanismus tohoto vlivu je neznamy.

Kardiovaskularni funkce je modulovana signalnimi molekulami, které aktivuji
GPRC, samotnymi G-proteiny a také jejich regulatory [11]. Fosducin, ktery vaze
By podjednotky G-proteind by proto mohl ovliviiovat kardiovaskuldrni homeostazu.

U lidi byl prokazan vliv SNP (single nucleotide polymorphysm) v genu pro
fosducin na hladinu krevniho tlaku [10]. Pacienti, ktefi byli diagnostikovani s mutaci
Vv obou alelach, méli hladinu krevniho tlaku vy$si v priméru o 12 az 15 mm Hg [11].

Fosducin byl také identifikovan jako mozna ochrana proti vzniku stresové zavislé
hypertenze [29]. Casté vystaveni jedince stresovym situacim totiz ¢asto vede k zvysené
hladin€¢ krevniho tlaku, které mulZe vyuUstit aZ v primarni hypertenzi. U mysi, které
postradaly gen pro fosducin, byl zjistén signifikantni nartst vzniku stresové zavislé
hypertenze, zplisobené zvysenou ¢innosti sympatického systému.

Mechanismus, kterym fosducin ovliviiuje hladinu krevniho tlaku, neni pfesné znam,
nabizi se vSak nékolik moznosti [12]. Roli by mohla hrat prokdzana schopnost
fosducinu vychytavat By podjednotky G-proteind, schopnost napomoci pii skladani

jinych proteint, nebo také ovlivnéni iontovych kanali.
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2.2.Proteiny 14-3-3

2.2.1. Uvod

Proteiny 14-3-3 tvoti skupinu vysoce konzervovanych, 30kDa kyselych proteint,
které jsou exprimovany v Sirokém spektru organismu a tkani [30]. Své jméno ziskaly
podle specifického pohybu na dvoudimensiondlni DEAE-celulosové chromatografii
a elektroforéze provedené na Skrobovém gelu.

Jednd se o dimerni proteiny, které moduluji interakce mezi ostatnimi proteiny.
Zapojeny jsou napiiklad do regulace buné¢né signalizace a bunétného cyklu. Proteiny
14-3-3 interaguji s mnoha dal§imi proteiny, vcetné transkripCnich faktorq,
biosyntetickych enzymt, cytoskeletalnich proteinti, signdlnich molekul a tumor
supresort [31].

Prvni popsanou funkci proteind 14-3-3 je aktivace tyrosinovych a tryptofanovych
hydroxylas, které nachazi uplatnéni pii biosyntéze serotoninu a katecholaminu [30].
Nésledné byla prokdzana jejich interakce s kinasami a fosfatasami a v dnesni dob¢ je jiz
znamo pies vice nez 200 interakénich partnerti proteinti 14-3-3. Nékteré z téchto
interak¢ni partnerti jsou zapojeny do neurodegenerativnich onemocnéni, naptiklad
Parkinsonovy [32] nebo Alzheimerovy choroby [33].

Dtlezitost proteinii 14-3-3 v pfenosu bunééného signalu byla postulovana kvili
jejich schopnosti véazat fosforylované seriny a threoniny ptfitomné ve strukturnich
motivech svych interakénich partnerti [34]. Proteiny 14-3-3 jsou vSak také schopny
rozpoznavat i motivy nefosforylované.

Tyto proteiny se vyskytuji v nékolika isoformach. U vyssich eukaryot se nachazi 15
isoforem proteinu 14-3-3, u savci bylo identifikovano isoforem sedm (B, €, 1, v, {, ©
a o) [34]. Pies svou strukturni podobnost (viz obr. 2.2.) se jednotlivé isoformy znac¢né

1isi ve své schopnosti tvofit homo- a hetorodimery.
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2.2.2. Struktura

Jedna se o velmi helikalni, dimerni proteiny [30]. Kazdy monomer je tvofen deviti
antiparalelnimi a-helixy (H1-H9), pficemz vSechny isoformy mohou tvofit homo-
a heterodimery, s vyjimkou ¢ isoformy, ktera vytvaii pouze homodimery.

Dimerni molekula vytvaii velky, zaporné nabity kanal [30]. V tomto kanalu
se nachazi vzdy stejné zbytky aminokyselin u vSech isoforem. Rozdilné zbytky
aminokyselin se totiz nachdzi pfedev§im na povrchu téchto dimerii. D4 se tedy
predpokladat, ze zatimco tento kandl rozpozndva pouze urcité znaky vazebnych
partnert, povrch dimeru by mohl byt zodpovédny za jejich velkou diversitu. Struktura

celého dimeru je velmi rigidni, dokonce ani po navazani ligandu se téméf nezméni.

Obr. 2.2. Krystalova struktura proteinu 14-3-3 (isoforma ). (A) oznatuje stuzkové a (B) povrchové
znazornéni proteinu 14-3-3¢. Cerveng jsou znazornény oblasti, které jsou shodné ve vsech sedmi
lidskych isoformach proteinu 14-3-3 [34].
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2.2.3. Vazebny motiv

Proteiny 14-3-3 byly prvni molekuly, u kterych bylo prokazano, Ze specificky
vazi fosforylované aminokyseliny serin a threonin, ¢imz dokédzi pozménit funkce
proteinit [30]. Tato vlastnost byla dale prozkoumana a byly nalezeny dva vazebné
motivy, které jsou pro tuto vazbu nutné a jsou shodné ve vSech isoformach proteinu
14-3-3. Jsou to R[S/¢][+]pSXP a RX[d/S][+]pSXP, kde pS oznacuje fosforylovany
serin, ¢ aromatickou aminokyselinu, [+] bazickou aminokyselinu a X jakoukoli jinou
aminokyselinu kromé¢ cysteinu [35].

Pro schopnost proteinu 14-3-3 vazat a regulovat jejich vazebné partnery je
nezbytné, aby byla utvofena rigidni struktura dimeru proteinu 14-3-3 a aby vazebny
partner obsahoval vice vazebnych mist [34]. Tyto mista pfitom musi byt piitomny
v nestrukturované ¢asti proteinu.

Mnoho vazebnych partnerii proteinu 14-3-3 obsahuje dva a vice vazebnych motivi,
které mohou byt do vazby zapojené zaroven. U peptidl s dvéma fosforylovanymi misty
byly prokazany vys$i vazebné afinity, nez u stejnych peptidi s pouze jednim
fosforylovanym mistem. Z dalSich pozorovani bylo odvozeno, Ze jeden vazebny motiv
je naprosto esencidlni pro vytvofeni vazby. Jednd se tedy o dominantni misto,
tzv. ,,gatekeeper”. Pro spravnou biologickou aktivitu je vSak nutnd i vazba druhého

mista, které se prokazuje niz$i afinitou k proteinu 14-3-3 [34].

2.2.4. Mechanismus funkce proteinu 14-3-3

Mechanismus funkce proteinii 14-3-3 lze klasifikovat do nékolika kategorii [35].
Proteiny 14-3-3 jsou schopny piimo zpisobit konformac¢ni zménu cilovych proteind,
branit interakci stinénim jejich specifickych funkcénich ¢i strukturnich oblasti,

nebo pfibliZit proteiny k sobé a umoznit tak jejich interakci.
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2.3. Interakce proteinu 14-3-3 a fosducinu

Fosforylace fosducinu CaMKII vedla k naruseni jeho schopnosti vazat Ggy, [18].
Tato modifikace vSak také umoznila vazbu s proteinem 14-3-3. Vazba proteinu 14-3-3
s fosforylovanym fosducinem navic snizila jeho schopnost inhibovat reasociaci Gt. Tim
by mohl protein 14-3-3 pfispivat k regulativni funkci fosducinu (v zavislosti
na jeho fosforyla¢nim stavu). Tento inhibujici efekt byl vysvétlen tim, Ze protein 14-3-3
interaguje s fosducinem v misté, které je dulezité pro vazbu fosducinu s komplexem Gg,
[36].

Pro vazbu fosforylovaného fosducinu s proteinem 14-3-3 je dulezita fosforylace
obou serinovych zbytki, Ser-54 a Ser-73, jelikoz substituce jednoho ¢&i druhého z nich
znemoznila schopnost vazby proteinu 14-3-3 s fosducinem [18]. Tato vazba je
uskutecnéna ve stechiometrickém poméru 1:2 s hodnotou disociacni konstanty
Ko 3£ 5 uM. [37]. V tomto komplexu se molekula fosducinu pravdépodobné nachazi
uvnitf centralniho kanalu dimeru proteinu 14-3-3. Navazani proteinu 14-3-3 na fosducin
znateln¢ ovlivnilo flexibilitu N-terminalni domény fosducinu (kde se nachazi obé
fosforylaéni mista), nicméné dramatick¢ uspofadani struktury nenastalo [36].
C-termindlni doména fosducinu také pravdépodobné interaguje s dimerem proteinu
14-3-3. Tato interakce nastava na povrchu proteinu 14-3-3 a v oblasti vazebného mista
Ggy, coz naznacuje mechanismus, kterym by mohl protein 14-3-3 inhibovat funkce
fosducinu.

Dalsi role proteinu 14-3-3 by mohla byt ochrana fosforylovaného fosducinu
od degradace a agregace [18]. Samotna N-terminalni doména totiz pravdépodobné neni
pfili§ stabilni, pfi¢emz fosforylace déale destabilizuje jeji strukturu, a proto by se mohla
stat potencialnim cilem proteas. Vazba s proteinem 14-3-3 by mohla N-terminalni
doménu stabilizovat. Tteti role proteinu 14-3-3 mize spocivat v lokalizaci fosducinu

uvniti fotoreceptoru.
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3.Cile prace

Hlavni cile prace jsou:

Pripravit protein 14-3-3CAC.

Ptipravit fosducinu (mutant Q52K) fosforylovany na Ser-54 a Ser-73.
— Prostudovat vliv vazby proteinu 14-3-3CAC na rychlost defosforylace fosducinu.
— Prostudovat vliv vazby 14-3-3{AC na limitovanou proteolyzu fosducinu.

— Potvrdit SUMOylaci fosducinu.

— Porovnat vazebné afinity peptidii obsahujicich fosforylované motivy fosducinu

k proteinu 14-3-3CAC.
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4.Metody a material

4.1. Pouzity material
4.1.1. Chemikalie

1,4-dithiotreitol

2-thioethanol (B-merkaptoethanol)
agar

ampicilin

azid sodny

bromfenolova modf
CoomassieBrilliant Blue R-250
dyhydrogenfosfore¢nan draselny
EDTA

glycerol

glycin

HEPES - Natrium salz
hydroxid sodny

chlorid hotecnaty

chlorid sodny

imidazol

IPTG

kyselina chlorovodikova
kyselina octova

LB Agar High Salt
LB-Medium (Luria/Miller)
methanol

NP40

Rotiphorese Gel 30

Carl Roth GmbH (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Lachema (Ceska republika)
Lachema (Ceska republika)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Lachema (Ceska republika)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH (Némecko)
Lach-ner (Ceska republika)
Lach-ner (Ceska republika)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
PENTA (Ceska republika)
Lach-ner (Ceska republika)
Ducheta Biochemie (Nizozemsko)
Carl Roth GmbH (Némecko)
Lach-ner (Ceska republika)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Carl Roth GmbH (Némecko)
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SDS

SIGMAFAST
Protease Inhibitor Coctail Tablet

siran nikelnaty
TEMED
TRIS

Tween 20

4.1.2. Pristroje

3505 pH Meter

Centrifuge 5804

Centrifuge 5415D

FPLC

inkubator

NanoDrop ND 1000 Spectrophotometer
Photon Counting Spectrophotometer PC1

Shaking incubator NB-205

Sigma 8K Floorstanding Refridgerated
Centrifuge

Sonicator 3000

spektrofotometr Agilent 8453
trepacka litrovych LB médii Multitron
vortex ZX3

4.1.3. Ostatni material

Blue protein Ladder

Anti-PDC (HPA 028432)

Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody
dialyza¢ni membrana - MCO 14000

E. coli BL21(DE3)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)

PENTA (Ceska republika)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Carl Roth GmbH (Némecko)
Carl Roth GmbH (Némecko)

Nova Capital (Velka Britanie)
Eppendorf AG (Némecko)
Eppendorf AG (Némecko)

Watres (Ceska republika)

MELAG Medizintechnik (Némecko)
Thermo Fisher Scientific (USA)

ISS (USA)

N-BIOTEK (Korejska republika)

SIGMA Laborzentrifugen GmbH
(Némecko)

Misonix (USA)

Agilent Technologies (USA)
Infors AG (Svycarsko)
VELP Scientifica (Italie)

CE Biosystems (Ceska republika)
Sigma-Aldrich Corporation (USA)
Cell Signaling (USA)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Stratagene (USA)
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filtry Spartan 13/0,45 RC GE Healthcare (USA)
koncentratory Amicon Ultra (MCO 10000) EMD Millipore (USA)

kfemenna kyveta Agilent Technologies (USA)
lysozym New England BioLabs (USA)
naplné do kolon Amersham Biosciences (USA)
PKA Promega (USA)

Precision Plus Protein Dual Color Standard Bio-Rad Laboratories (USA)
SUMOylation Kit Eno Life Sciences (USA)
vektor pET-15b Invitrogen (USA)

4.2. Exprese a purifikace proteint

4.2.1. Plasmid

Pro expresi proteint byly pouzity vektory pET-15b, do kterych byly vneseny geny
pro protein 14-3-3AC a PdQ52K. V molekule fosducinu byl zmutovan Gln-52
za lysin pro umoznéni fosforylace Ser-54 i Ser-73 in vitro pomoci PKA.

Vektor pET-15b nese geny rezistence vuci antibiotiku ampicilinu. Zaroven
umoziuje expresi zadaného proteinu jako fuzniho proteinu s tzv. His-tag coz je motiv
Sesti histidinovych zbytki na N-konci proteinu, ktery umoziuje purifikaci tohoto
proteinu niklovou chelata¢ni chromatografii.

Ptiprava expresnich konstrukti proteinu 14-3-3CAC a fosducinu (Q52K) véetné

jejich mutanti jiz byla dfive provedena ostatnimi ¢leny laboratofte.

4.2.2. Bakterialni expresni systém

Pro expresi proteini byly vyuzity kompetentni bunky bakterii Escherichia coli
(E. Coli) kmene BL21(DE3). Tyto kmeny bakterii mohou byt uchovavany dlouhou
dobu pfi — 80 °C a jsou vhodné pro efektivni expresi proteini [38]. Jejich genom
obsahuje gen pro T7 RNA polymerasu, ktery je pod kontrolou lacUV5 promotoru.
Po piidavku isopropyl-1-thio-p-D-galaktopyranosidu (IPTG) dochazi k jeho vazbé

na lacUV5 promotor, ¢imz je umoznéna exprese T7 RNA polymerasy. Tato polymerasa
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rozeznava pouze T7 promotor, ktery je pfitomen v genu expresniho vektoru, v mém
ptipadé¢ pET-15b, umistény pfed rekombinantnim proteinem. T7 polymerasa je velmi

ucinnd a zddany protein mize tvofit az 50 % vSech bakteridlnich proteini.

4.2.3. Transformace bakterii

Transformace bakterii byla provedena metodou teplotniho Soku. 50 pl roztoku
kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) bylo nejprve inkubovano v ledové lazni
s 0,7 ul plasmidové DNA (cDNA PdQ52K/14-3-3CAC, vektor pET-15b) po dobu
20 min. Roztok byl nasledné ponotfen na 45 s do vodni 1azné o teploté 42 °C a poté
na 2 min vlozen do ledové lazné. K roztoku bylo dale pipetovano 400 ul LB media
a smé&s byla inkubovéana 1 h pti 37 °C. 200 pl tohoto roztoku bylo sterilné naneseno
na Petriho misku s LB médiem o koncentraci ampicilinu 100 pg-mlt. Miska byla

umisténa do inkubatoru a inkubace bakterii probihala pies noc pii 37 °C.

4.2.4. Kultivace bakterii a indukce exprese proteinii

Po transformaci byla jedna kolonie bakterii sterilné pifenesena klickou do 5 ml
tekut¢tho LB média s koncentraci ampicilinu 100 pg'ml? a kultivovana pies noc
pti 210 rpm a 37 °C. V piipadé ptipravy téchto roztokl z glycerolovych stokl bylo vzdy
do 5 ml LB média pipetovano 10 pl roztoku bakterii. Kultivované roztoky byly druhy
den pfelity do Erlenmeyerovych bani s obsahem 0,9 1 LB média, ve kterych bakterie
rostly az do optické hustoty 0,7 (méfené pii vinové délce 600 nm).

Nasledovalo sniZeni teploty na 25°C a indukce exprese proteinli pfidanim 0,9 ml
0,5M roztoku IPTG. Barky byly ponechany pti 25 °C a 210 rpm po dobu 20 h
a poté byly bunky bakterii odstfedény (kap. 4.2.5.).

Piiprava LB média

K pfipravé bylo vyuzito komeréni LB médium. Vysledny roztok obsahuje
10 g-I" tryptonu, 5 g-I"* kvasni¢ného extraktu a 10 g-I"t NaCl. Po tipravé pH na hodnotu
7,4 byl roztok sterilizovan v autoklavu. Nakonec bylo k 0,9 I roztoku pipetovano 0,9 ml

ampicilinu o koncentraci 100 mg-ml™=.
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Piiprava LB agarovych misek

Pouzit byl komeréni LB Agar High Salt, pficemz 40 g bylo rozpusténo v 1 |
destilované vody. Roztok byl nésledné sterilizovan v autokldvu. Po sterilizaci
a ochlazeni na 51 °C byl ptidan 1 ml ampicilinu o koncentraci 100 mg-ml?. Takto

ptipraveny roztok byl rozlit do Petriho misek (pfiblizné 15 ml na 1 misku).

Skladovani bakterii
Bakterie na Petrino miskach byly kratkodobé uchovavany pii teploté 4 °C.
Pti dlouhodobém skladovani byly bakterie narostlé v LB médiu smichany se sterilnim

glycerolem do vysledné koncentrace 30 % (v/v) a skladovany pii —80 °C.

4.2.5. Preparativni centrifugace

Preparativni centrifugace je casto vyuzivanou metodou, ktera slouzi k oddéleni
biologickych slozek kapalného média [39]. Princip centrifugace spociva v zrychleni
sedimentacni rychlosti jednotlivych slozek pomoci odstfedivé sily. Rozdilna
sedimentacni rychlost slozek roztoku zélezi ptedev§im na jejich hustoté a tento rozdil
nasledn¢ vede k jejich oddéleni v systému, nejcastéji na dveé casti, kapalnou
(supernatant) a pevnou (peleta).

Preparativni centrifugace byla vyuzita nejprve po kultivaci bakterii (kap. 4.2.4.)
pro jejich separaci od kapalné slozky. Provadéna byla 20 min pii 3400 rpm a 4 °C.
Preparativni centrifugace byla dale vyuzita pro ptipravu rozpustné frakce po sonikaci
bunek (kap. 4.2.6.). Centrifugace byla provedena pii 13400 rpm, 4 °C po dobu
40 min, ¢imz byl roztok proteinu oddélen od zbytkd rozbitych bakterii.

4.2.6. Sonikace

Sonikace je béznou metodou pro rozruseni suspenze bakterii [39]. Sonika¢ni sonda
je vnotena do suspenze, kde generuje ultrazvukové viny. Vzniklé viny rozrusuji bunky
bakterii vytvofenim tfeci sily a kavitace. Ultrazvukové viny jsou v roztoku schopny
zpusobit lokdlni podtlak a vytvofit zde dutiny, které po vymizeni podtlaku imploduji
a vytvaii tak razové viny, jez maji destruktivni u¢inky pro buiiky bakterii. Tyto jevy

vSak generuji zna¢né mnozstvi tepla a proto je sonikovanou smeés neustale chladit.
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Pied sonikaci byla peleta, ziskana z 0,9 | bakterialni kultury, resuspendovana
ve 25 ml lyzaéniho pufru. Nasledn¢ byl do suspenze piidan lysozym (finalni
koncentrace 100 pg:ml™t) a smés byla za konstantniho michani inkubovana 30 min pfi
4 °C. Lysozym stépi peptidoglykan, ktery vytvaii bunéénou sténu bakterii. Zpusobi tedy
rozklad bunécné stény bakterii, ¢imz usnadni rozruSeni celych bunék.

Sonikace byla provadéna 10 min po 3 s intervalech s 17 s odmlkami. Dale byla
smés promichana 15 min pii 4 °C, po ¢emz nasledovala dalsi sonikace s obdobnymi
parametry. Kadinka byla po celou dobu sonikace umisténa v ledové lazni.

Pro zisk roztoku proteinu a jeho oddéleni od zbytkt bakterialni kultury byla smés

odstfedéna (kap. 4.2.5.).

SloZeni lyza¢niho pufru

1% PBS

1M NaCl

4mM  B-merkaptoethanol

2mM  imidazol

0,05% NP40 (nebylo pouzito v piipadé proteinu 14-3-3)

SloZeni 10x PBS

1,36M NaCl
27TmM  KCI
50mM  NazHPOq4
18mM  KH2PO4

4.2.7. Dialyza

Jednd se o proces, pfi kterém rozpusténé latky putuji ptfes polopropustnou
membranu z roztoku o vyssi koncentraci do roztoku s nizsi koncentraci az do ustaveni
rovnovazné koncentrace. JelikoZ vyuzivané membrany umoziuji prachod
nizkomolekularnich latek a zaroven zadrzovat latky o vétsi molekulové vaze, je dialyza
vyuzivana k separaci latek o rizné velikosti. O moznosti prichodu latek rozhoduje
velikost portt v membrang, kterou popisuje hodnota MCO (molecular weight cut-off).
Vhodnou volbou MCO je umoznéno efektivni pievedeni proteinu do vhodného

prostfedi a zbaveni se nizkomolekularnich necistot.
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Pro dialyzu byla pouzita uméld membrina s MCO 14000. Tedy membrana

nepropoustéjici molekuly o relativni molekulové hmotnosti 14000 nebo véEtsi.

SloZeni dialyza¢nich pufri

Elucni pufr po niklové chelatacni chromatografii (kap. 4.2.8.1.)

20mM NacCl
50mM Tris-HCI (pH 8)
2mM EDTA
5mM DTT

Elucni pufr po gelové permeacni chromatografii (kap. 4.2.8.3.)

50mM Tris-HCI (pH 8)
1ImM EDTA

5mM DTT

150mM NacCl

10%  glycerol

Pufr po fosforylaci fosducinu (kap. 4.5.)

20mM  Tris-HCI (pH 7,5)
1ImM EDTA

5mM DTT

150m NacCl

10%  glycerol

Pufr pro defosforylaci pomoci PP1 (kap. 4.7.)

50mM HEPES
10mM NaCl
2mM  DTT
1,5mM MnCl;
0,01% NP40

Pufr pro defosforylaci pomoci PP2A4 (kap. 4.7.)

40mM TRIS-HCL (pH 8,4)
100mM NacCl

2mM  DTT

34 mM MgCl,
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4.2.8. Chromatografie

Podstatou chromatografického procesu je rozd€lovani latek mezi dvé nemisitelné
faze, mobilni a stacionarni, na zakladé€ rozdilného efektivniho distribu¢niho koeficientu
[39]. Latky, které interaguji se stacionarni fazi silngji jsou zpomalovany
a eluovany pozdé¢ji nez latky, jejichz interakce se stacionarni fazi jsou slabsi.

Chromatografické metody jsou nejéastéji vyuzivany pro kvantitativni a kvalitativni
analyzy, nicméné jejich uplatnéni v biochemii spociva predevs§im v izolaci ¢istych latek,

kdy mluvime o tzv. preparativnich metodach.

4.2.8.1. Niklova chelata¢ni chromatografie

Jedna se o formu afinitni chromatografie. Na rozdil od vétSiny ostatnich metod
se afinitni chromatografie nespoléha pouze na rozdily ve fyzikéalnich vlastnostech latek
[39]. Namisto toho vyuziva specifickych, reversibilnich interakci. Teoreticky je tato
metoda schopna absolutni purifikace latek i z komplexnich smési. Na povrch nosice
musi byt tedy navazan specificky ligand pro adsorpci purifikované latky. Pti pratoku
mobilni faze nésledné dochazi k interakci ligandu s purifikovanou latkou, kterd je
zachytavana a nasledn€ miZze byt eluovana.

V ptipadé niklové chelataéni chromatografie tvoii stacionarni fazi Ni%*, které jsou
imobilizovany na sepharosové matrici. Ni%* reaguji s volnymi elektronovymi pary
imidazolové skupinu histidinu a vytvafi tak dostate¢né silnou koordina¢ni vazbu, ktera
postacuje k zachyceni proteinu. Vlivem této interakce tato metoda efektivné adsorbuje
fuzni proteiny obsahujici His-tag. Protein je poté eluovan pufrem s vysokou koncentraci

imidazolu, ktery se navazuje namisto histidinovych zbytki.

Priprava stacionarni faze a adsorpce proteinu

Pro afinitni chromatografii byla pouzita kolona obsahujici 4 ml chelatujici
sepharosové matrice (Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona byla nejdiive promyta
(viz nize), ¢imz doslo k navazani Ni?" ionti. Tato matrice byla poté pienesena
do roztoku proteinu ziskaného sonikaci bakterii (kap. 4.2.6.), se kterym byla v ledové

lazni promichavana 30 min, pficemz doslo k navazani proteinu.
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—  Promyti kolony

10 ml deionizované vody

10 ml Strip solution (50 MM EDTA,; 0,5 M NaCl)
15 ml deionizované vody

50 ml 0,1M NiSO4

10 ml deionizované vody

10 ml vazebného pufru

Promyvani stacionarni faze a eluce proteinu

Vznikla suspenze byla poté promyvana pufrem, ¢imz byly vymyty nespecificky

vazané proteiny. Suspenze byla nejprve centrifugovana v 50ml zkumavkach (3000 rpm,

1 min), nasledné byl odlit supernatant a peleta byla resuspendovana promyvacim

pufrem. Tento proces byl opakovan az do spotieby 400 ml pufru. Poté byla suspenze

sepharosy s navazanym proteinem aplikovana na kolonu a protein byl eluovan 20 ml

eluéniho pufru. Cely proces byl provadén za neustalého chlazeni, aby se zamezilo

degradaci proteinli. Frakce byly jimany do pfipravenych mikrozkumavek. Pfitomnost

a Cistota proteinu v jednotlivych frakcich byl ur¢en pomoci SDS-PAGE (kap. 4.3.).

Slozeni pufra

—  Vazebny pufr:

1x PBS

0,5M  NaCl

ImM  imidazol

2mM  B-merkaptoethanol

0,05% NP40 (nebylo pouzito v piipadé proteinu 14-3-3)
—  Elucni pufr:

1x PBS

0,5M  NaCl

0,6M  imidazol

2mM  B-merkaptoethanol

0,05% NP40 (nebylo pouzito v piipadé proteinu 14-3-3)
— Promyvaci puf.

1x PBS

0,5M  NaCl

0,06M imidazol

2mM  B-merkaptoethanol

0,05% NP40 (nebylo pouzito v piipadé proteinu 14-3-3)
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4.2.8.2. lontové-vyménna chromatografie

Separaéni mechanismus této chromatografické metody spocivda v rozdilné
elektrostatické interakci ionizovanych molekul se stacionarni fazi. lonty jsou
elektrostaticky vazany k pevnému nosi¢i a reversibilné vyménuji ionty z roztoku.
Rovnovahu vymény ovlivituji koncentrace, velikost a naboje iontt, relativni permitivita
prostiedi, disociacni konstanta ionogennich skupin ménice ionti a tedy i pH roztoku.

Pii purifikaci proteini 14-3-3CAC a PdQ52K bylo vyuzito metody aniontové-
vyménné chromatografie, kdy jsou na kladné nabitou staciondrni fazi adsorbovany
anionty. Z tohoto diivodu je nutné, aby celkovy naboj proteinii mél zépornou hodnotu,
¢ehoz je dosazeno jejich dialyzou do pufru o pH 8.

Kolona Tricorn 5/50 s naplni Q-sepharosy (kvarterni amoniova stl) byla nejprve
promyta filtrovanou deionizovanou vodou a dale eluénim pufrem. Eluéni pufr obsahuje
znackou koncentraci NaCl, siln¢ tedy zvySuje iontovou silu roztoku, ¢imz vymyva
mozné necistoty, které by mohly byt zachyceny na kolon¢. Timto pufrem byla kolona
promyvéana 10 min pii pratoku 1,5 ml-min™. Kolona byla dile promyta 2% roztokem
elu¢niho pufru (98% vazebného pufru) a to do chvile, kdy bylo dosazeno konstantni
hodnoty vodivosti roztoku.

Po ustaleni vodivosti roztoku byl protein nanasen na kolonu pii pritokové rychlosti
1,5 ml'min™. Pfi této iontové sile a pH jsou pouze né&které proteiny adsorbovany
na matrici kolony, ¢imZ je roztok pieCistovan. Nasledné byl nastaven 10% roztok
elu¢niho pufru. Tim dochazi k eluci molekul s nizkou afinitou ke stacionarni fazi. Eluce
proteinti byla provedena linedrnim vzriistem iontové sily a to zvySovanim koncentrace
elu¢niho pufru v mobilni fazi.

Kolona byla pfipojena k pifistroji FPLC (Watrex, Ceka republika) a data byla
analyzovana pomoci programu Clarity. Eluat byl jimal do mikrozkumavek o objemu
1 ml. Pfitomnost a Cistota proteini V jednotlivych frakcich byla ovéfena pomoci

SDS-PAGE (kap. 4.3.).

SloZeni pufri

—  Vazebny pufr: —  Elucni pufr:
50mM  Tris-HCI (pH 8) 50mM  Tris-HCI (pH 8)
5mM  DTT 5mM DTT
1M NaCl

32



4.2.8.3. Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC =z anglického gel permeation
chromatography, nebo také SEC z size exclusion chromatography) je metoda, pii které
se molekuly déli na zaklad¢ své velikosti a tvaru a to diky rGznym vlastnostem
vyuzivanych poréznich materialt [39].

Hlavni princip separa¢niho mechanismu GPC je zalozen na moZznosti rizné velkych
molekul prochazet péry kopolymert. Stacionarni faze je totiz tvofena mikrocéasticemi
kopolymert, které obsahuji pory o definované velikosti [39]. Stacionarni faze je
v rovnovaze s mobilni fazi, kterd obsahuje analyt. Velké molekuly se diky svym
rozméram nedostavaji do port kopolymerd, nybrz jsou undSeny mobilni fazi mezi
jednotlivymi ¢asticemi kopolymeru. Naopak malé molekuly pronikaji do téchto port
mnohem snadnéji, tudiz jsou zadrzovany a nasledné eluovany s vétSim retenénim
casem, nez objemné molekuly.

Pro gelovou chromatografii byla pouzita kolona Superdex™ 75, 20/60 (Amersham
Biosciences, Svédsko), ktera byla piipojena k piistroji FPLC (Watrex, Ceska republika)
a data byla analyzovana pomoci programu Clarity.

Pro odstranéni necCistot byla nejdiive promyta 20% roztokem ethanolu
v deionizované¢ vod¢. Déle byla kolona promyta elu¢nim pufrem a to do chvile,
neZz doSlo k ustdleni hodnoty konduktivity. Promyvéni kolony bylo provadéno
pritokovou rychlosti 2,5 ml-min.

Nasleduje nanaseni roztoku proteinu do davkovaci smycky. Tento roztok je nejprve
koncentrovan na objem mensi nez 2 ml, nebot’ takovy je objem dévkovaci smycky. Poté
je roztok nanesen na kolonu.

Jednotlivé frakce byly sbirany do 1,5 ml mikrozkumavek a eluce byla ukoncena
v okamziku vylouceni veskerého proteinu. Gelova permeaéni chromatografie byla
provadéna za pokojové teploty. Pfitomnost proteinu a jeho Cistota v jednotlivych

frakcich byla ovéfena pomoci SDS-PAGE (kap. 4.3.).

SloZeni elu¢niho pufru

10%  glycerol
20mM Tris-HCI (pH 7,5)

iImM EDTA
5mM DTT
150mM NacCl
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4.2.9. Koncentrovani roztoki proteinii

Jelikoz dochazi pii purifikacnich procesech a béhem dialyzy k nafedéni roztoku
proteinti, je nutné pro zvySeni t¢innosti purifikace tento roztok koncentrovat.

Ke koncentrovani se pouzivaji koncentratory. Jedna se o zkumavky, které maji
na dn¢ umisténou ultracentrifugacni membranu, ktera je propustnd pro molekuly s nizsi
relativni molekulovou hmotnosti, nez je hodnota MCO. Tato zkumavka je vlozena
do sbérmé zkumavky, do které je jiman roztok, ktery béhem odstiredovani protéka
membranou.

Byly pouzity koncentratory s MCO 10000. Centrifugace byla provadéna

pti 4 °C, 3000 rpm po dobu nutnou k ziskani pozadovaného objemu.

4.3. SDS-PAGE

Jedna se o typ elektromigra¢ni metody, pfi kterych je k déleni latek vyuzivano
elektrického pole. lIonizované Castice se vlivem elektrického pole pohybuji k opacnému
polu rychlosti pfimo umérnou velikosti jejich ndboje a nepfimo Umeérnou jejich
velikosti. SDS-PAGE je elektroforéza provadéna na polyakrylamidovém gelu (PAGE)
v prostfedi dodecylsiranu sodného (SDS).

SDS je aniontovy detergent, ktery se na proteiny vaze v konstantnim poméru.
Zpusobuje jejich denaturaci a udava jim jednotny zaporny naboj, ktery prekryva vlastni,
pfirozeny naboj proteinu. Za takovychto podminek maji vSechny proteiny obdobnou
elektroforetickou pohyblivost, jelikoz velikost pfidéleného naboje je nasledné ptimo
umérnd velikosti proteinu.

Elektroforéza provadéna v polyakrylamidovém gelu déale déli Castice na zakladé
jejich hydrodynamického objemu. Vldknitd struktura polyakrylamidu vytvaii sit’ hiife
prostupnou pro velké molekuly. Mensi molekuly se nesetkavaji s velkym odporem,
a proto putuji rychleji, nez molekuly vétsi.

SDS-PAGE lIze tedy vyuzit k rozdéleni proteini podle jejich molekulovych
hmotnosti. Pfi pouziti standardu miizeme touto metodou potvrdit ptitomnost

a Cistotu zaddanych proteinil.
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Metody bylo vyuzito po chromatografickych metodach (kap. 4.2.8.) pro ovéteni
pfitomnosti a odhadnuti Cistoty proteini. Na zakladé SDS-PAGE byly vzdy vybrany
nejvhodnéjsi frakce, které byly nasledné slouc¢eny a koncentrovany.

SDS-PAGE bylo také vyuzito pii metodach limitované proteolyzy (kap. 4.6.),
defosforylace (kap. 4.7.) a SUMOylace (kap. 4.8.).

Piiprava vzorku

Z frakci ziskanych ptfedeslou chromatografickou metodou bylo 8 pl roztoku
proteinu pipetovano do oznacenych mikrozkumavek a smichano s 2 pl pufru
pro piipravu vzorkl. Roztok byl promichan a 3 minuty povaren pii 100 °C, ¢imz byla
zajiSténa denaturace proteintl.

Nasledovalo naneseni standardu molekulovych hmotnosti Blue Protein Ladder
(Central european Biosystems, CR) a piipravenych vzorkii na polyakrylamidovy gel.

Neni-li uvedeno jinak, byla elektroforéza provadéna za konstantniho napéti 200 V.

Vizualizace proteint

Proteiny ptitomné v gelu byly vizualizovany roztokem Coomassie Brilliant Blue
R 250. V tomto roztoku byly nejprve ponechany 15 min pii teplot¢ 70 °C, pticemz
doslo k navazani barviva na proteiny. Nasledné odbarveni gelu bylo provedeno jeho

ponechanim pfes noc v odbarvovacim roztoku.

Piiprava geli, pufri a roztoki pouzitych pii SDS-PAGE

—  Separacni polyakrylamidovy gel (15%)

1,8 ml deionizovana H,O
3,75 ml Rotiporese Gel 30

1,9 ml pufr pro separac¢ni gel
45 ul  10% persulfat amonny
5ul TEMED

—  Zavadeci gel (4%):

2,25 ml deionizovana H.O
0,5ml Rotiporese Gel 30
1ml pufr pro zavadéci gel
451l 10% persulfat amonny
5ul TEMED
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Pufr pro separacni gel.

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

Pufr pro zavadeéjici gel.

50ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
4 ml 10% SDS
46 ml  deionizovani voda

Pufr pro pripravu vzorkii (5x koncentrovany):

0,6 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)
5ml 50% glycerol

2ml 10% SDS

0,5ml B-merkaproethanol

1ml 10% bromfenolova modf
0,9 ml destilovana H.O

Pufr pro elektroforézu:

50mM  Tris-HCI (pH 8,3)
385mM glycin
0,1% SDS

Barvici roztok:

19 Coomassie Brilliant Blue R 250
450 ml methanol

100 ml kyselina octova

450 ml destilovana voda

Odbarvovaci roztok:

100 ml  methanol
100 ml kyselina octova
800 ml destilovana voda
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4.4. Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteini byly ureny méienim absorbance pti vinové délce 280 nm.
Jako referencni vzorek byl pouzit Cisty pufr, ve kterém byly proteiny rozpustény.

Koncentrace proteint € byla pocitana podle Lambertova-Beerova zdkona

A=cle 4.1)

kde A je absorbance, | délka optické drahy a & je molarni absorpéni koeficient, ktery
byl pro jednotlivé proteiny uréen na zaklad¢ jejich primarni struktury pomoci nastroje

ProtParam.

4.5. Fosforylace fosducinu

Pro vytvotfeni komplexu proteinu 14-3-3CAC s fosducinem, je nutnd fosforylace
fosducinu a to na Ser-54 a Ser-73 [37]. Fosfitova skupina POs* je reversibilng,
kovalentni vazbou navazana na molekulu proteinu. Zdrojem fosfatové skupiny je ptitom
molekula ATP a reakce je katalyzovana kinasami

Fosforylace téchto serinovych zbytkt byla prokazana PKA (Ser-73)[9] a CaMKII
(mimo jiné i Ser-54) [18]. Pti fosforylaci byl ovSem pouzit mutant fosducinu PdQ52K.
Mutace Q52K totiz zpiistupniuje Ser-54 pro PKA a je tedy mozné fosforylovat in vitro
oba serinové zbytky pouze pomoci katalytické domény PKA (se specifickou aktivitou
127,6 U-ull). Pro spravnou ¢innost kinasy je potieba, aby byl v pufru také piitomen
donor fosfatové skupiny (ATP) a zaroven Mg?* (MgCly).

PdQ52K byl nejprve fosforylovan 2 hodiny piti 30 °C v pufru po gelové
chromatografii (kap. 4.2.8.3.) a pfitomnosti 0,75mM ATP, 15mM MgCl; a koncentraci
PKA, aby vysledna aktivita ¢inila pfiblizn€ 130 U na 1 mg PdQ52K. Nasledné byl
k roztoku proteinu pridan roztok ATP (konecna koncentrace ATP byla 1mM). V tomto
roztoku probihala fosforylace PAQ52K 12 hodin pfi 6 °C.

Nasledné je potieba roztok fosducinu zbavit piebytku ATP, coz bylo provedeno

dialyzou ptes noc (kap. 4.2.7).
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4.6. Limitovana proteolyza

Metoda limitované proteolyzy je zalozena na §tépeni peptidovych vazeb v molekule
proteinu specifickymi enzymy — proteasami [40]. Vyrazny piebytek studovaného
proteinu je nejprve vystaven pusobeni specifické proteasy (trypsin, chymotrypsin).
Z probihajici reakce jsou poté v urCitych Casovych intervalech odebirany alikvotni
podily, ve kterych je probihajici proteolyza zastavena, a S$tépy jsou nasledné
analyzovany.

Metody bylo vyuzito ke studiu protektivnich vlastnosti, které by mohla vazba
fosducinu s proteinem 14-3-3 poskytnout.

K roztoku PdQ52K o 20uM koncentraci byl pipetovan roztok chymotrypsinu
v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace byla 6x108M. V piipadé trypsinu méla
vyslednd koncentrace hodnotu 1,5x10° M. Pokud byly pokusy provadény v pfitomnosti
proteinu 14-3-3CAC, jeho koncentrace byla 40uM. Alikvotni podily z reakce byly
odebrany v ¢asech 0, 1, 3, 5 min a reakce byla ihned zastavena promichanim s pufrem
pro piipravu vzorkii SDS-PAGE (kap. 4.3.) a povafenim po dobu 5 min.

Vysledné vzorky byly naneseny na 15% polyakrylamidovy gel pro SDS-PAGE.
Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V po dobu 90 min. Nésledné byl gel obarven
a odbarven zminénymi roztoky (kap. 4.3.).

4.7. Defosforylace

Metoda limitované defosforylace je v jistém smyslu obdobou limitované
proteolyzy. Také jsou pfi této metod¢ z probihajici reakce odebirany alikvotni podily,
v nichZ je nasledné¢ reakce terminovana, nicméné na rozdil od Sté€peni peptidovych
vazeb, pii defosforylaci dochazi k odstépeni POs*. K této reakci jsou také vyuzivany
enzymy — fosfatasy. Defosforylace fosducinu byla pozorovana u dvou fosfatas: PP1
a PP2A [21].

Hlavnim motivem pro tyto experimenty bylo zjistit, jaka fosforyla¢ni mista jsou
zminénymi fosfatasami defosforylovana a zda vazba proteinu 14-3-3 s fosforylovanym
fosducinem ovliviiyje rychlost, jakou je protein defosforylovan.

Roztoky proteinti byly nejprve dialyzovany do ptislusnych pufrii, idealnich pro PP1
a PP2A (kap. 4.2.7.). Pro reakce byly ptipraveny roztoky s koncentraci fosforylovaného
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PdQ52K 20 uM. Byl-li pfitomen protein 14-3-3CAC, jeho koncentrace byla 40 pM.
Vzorky a roztoky fosfatas byly nejprve vytemperovany, a to na teplotu 30 °C v ptipadé
PP1a 37 °C v ptipadé PP2A. Déle byla zah4jena reakce pipetovanim prisluSné fosfatasy
a z reakce byly odebirany alikvotni podily v 0, 0.5, 1, 3 a 7 min. Reakce byla vzdy
ihned zastavena smichanim s vzorkovacim pufrem pro SDS-PAGE (kap. 4.3.) s 100mM
koncentraci inhibitoru fosfatas -glycerofosfatem.

Ziskané vzorky byly analyzovany metodou SDS-PAGE za pouziti polyakrylami-

dovych gelti s obsahem Phos-tag™.
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Obr. 4.1. VVzorec molekuly Phos-tag™ [41].

Jsou-li na molekulu Phos-tag™ navazany 2 Mn?* ionty, je tato molekula schopna
specificky vazat fosfatové zbytky [42]. V pfiipadé piidani této latky do polyakryl-
amidového gelu, mohou byt nasledn¢ metodou SDS-PAGE analyzovany razné
fosforylované proteiny, popiipadé stupné jejich fosforylace, nebo ptistupnost fosfatové
skupiny k okolnimu prostiedi. Jejich navazané fosfatové zbytku budou totiz molekulami
Phos-tag™ vazany a tudiz zadrzovany.

V mém ptipadé byly pouzity 12% polyakrylamidové gely (kap. 4.3.) s koncentraci
Phos-tag™ 75 uM a koncentraci MnClz 150 pM.

Jako standard byly pfipraveny 2 mutantni proteiny PdQ52K, které maji
fosforylovan pouze Ser-54 nebo Ser-73. Tyto proteiny mi byly poskytnuty

Mgr. Miroslavou Kacifovou.

4.8. SUMOylace

Zkratka SUMO vychéazi z anglického small ubiquitin-related modifier. Jedna
se tedy o malou molekulu proteinu, ktery je pfibuzny ubiquitinu [43]. Obdobny je také
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konjuga¢ni mechanismus, kterym je molekula SUMO navézana na cilovy protein. Ten
spociva v kaskadové enzymatické reakci. Na rozdil od ubiquitinylace vSak ptipojeni
SUMO nekon¢i degradaci proteini. Namisto toho je tato modifikace dulezita naptiklad
pro utvaieni mimo-jadernych komplext nebo kontrolu stability proteinu.

Pro SUMOyla¢ni reakce byl vyuzit komer¢ni kit (Enzo Life Sciences, Spojené staty
americké) a postupovano bylo podle ndvodu v ném obsazeném.

Reakce probihala v objemu 20 pL. Do kazdé mikrozkumavky byl pipetovan
komeréni puftr, roztok Mg?* a ATP. Nasledné byly pfidany enzymy E1 a E2. Déle byl
pipetovan roztok PdQ52K tak, aby finalni koncentrace byla 400nM a nakonec byl
pipetovan roztok SUMO-1. Reakce byla inkubovana po dobu 60 min pii 37 °C
a nasledné¢ zastavena pfidanim vzorkového pufru pro SDS-PAGE a povaienim po dobu
3 min ve vrouci 1azni.

Dale byly vzorky naneseny na 12% polyakrylamidovy gel a proteiny separovany pfi
napéti 198 V po dobu pfiblizné 1 h. Gel byl nasledné ponoten do pufru pro western blot.
Dale byla na gel pfilozena nitrocelulosovd membrana a vSe bylo uzavieno do cely.
Pfenos proteinii na membranu probihal pii 200 A po dobu 45 min.

Nespecificka vazebna mista membrany byla blokovana 3% BSA v TBST po dobu
jedné hodiny. Navazani primarnich protilatek proti SUMO-1 probihalo pies noc pii 6°C.
Nasledné byla membrana 3x10 min omyvéana 3% BSA v TBST a dale 1 h inkubovana
se sekundarni protilatkou.

Membrana byla poté¢ 1 min vystavena chemiluminescen¢nimu c¢inidlu a lumini-

scence byla zachycena na fotograficky film.

SloZeni pufri

— Pufr pro western blot

25mM Tris
190mM glycin
20% methanol

— TBST (Tris-buffered saline with Tween 20)

20 mM Tris, pH 7,5
150mM NaCl
0,1% Tween 20
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4.9, Fluorescenc¢ni méreni

4.9.1.1. Fluorescence

Fluorescence je proces vyzaieni energie ve formé elektromagnetického zareni, pii
ptechodu elektronu z excitovaného singletového stavu do stavu zakladniho, ptfi¢emz
dochézi k emisi fotonu, jejiz rychlost se pohybuje okolo 108 s. [44].

Po absorpci svételné energie dochéazi nejcastéji k excitaci do nékteré z vysSich
vibraénich hladin prvého, &i druhého singletového stavu [44]. Béhem 1072 s dochazi
k vnitini konverzi, pfechodu do nejnizsi vibra¢ni hladiny Si1. Néasledn€ nastava piechod
do zékladniho stavu, ovS§em do n¢které z vysSich vibrac¢nich hladin. Stfedni ¢as mezi
excitaci a ndvratem do zékladniho stavu se nazyva stiedni doba Zivota excitované¢ho
stavu a jeho hodnota se pohybuje okolo 10 ns. Vysledkem téchto procesi je Casto
snizeni energie emise oproti absorpci a prodlouzeni vinové délky zafeni. Tento fenomén
se nazyva Stokestiv posun.

Latky, které¢ maji schopnost fluorescence, se nazyvaji fluorofory. Typickym

ptikladem jsou aromatické molekuly, naptiklad chinin, fluorescein nebo pyridin.

4.9.1.2. Anizotropie fluorescence

Anizotropie fluorescence je jev, pfi kterém je intenzita fluorescence rizna
pod rtznymi uhly polarizace. V homogennim roztoku budou fluorofory nahodné
orientovany [44]. Po vystaveni polarizovanému svétlu budou excitovany primarné
ty fluorofory, jejichz dipélové momenty jsou orientovany paralelné s rovinou
elektrického vektoru polarizovaného excitacniho zéafeni. Tim padem je emise svétla
excitovanych molekul polarizovéna.

Miru polarizace této fluorescence popisuje veliCina anizotropie fluorescence T,

definovana vztahem

r= A (4.2)

kde Iy je intenzita fluorescence orientované paraleln¢ a I kolmo k rovin€ polarizace

excita¢niho zafeni.
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Pro pocate¢ni hodnotu anizotropie fluorescence plati vztah

2
Ty = %(3COSZB—1) (4.3)
ve kterém faktor 2/c vyjadfuje sniZeni anizotropie vlivem fotoselekce a f je tihel, ktery
sviraji absorpéni a emisni transitni dipolové momenty fluoroforu. Z tohoto vztahu
vyplyva, ze hodnota pocateCni anizotropie fluorescence miize nabyvat maximalni
hodnoty 0,4. Anizotropie fluorescence je vSak ovlivnéna depolariza¢nimi efekty.

Depolarizace fluorescence nastava nékolika procesy [44]. V kapalném vzorku
se jednad predevSim o rotacni diftizi molekul, ktera zavisi na viskozité rozpoustédla,
velikosti a tvaru rotujici molekuly. V pifipadé malych fluorofort rozpusténych
v rozpoustédlech o nizké viskozité, je rotacni difize Casto rychlejsi neZ rychlost emise.
Vysledna emise je proto depolarizovana a anizotropie se blizi k nule.

Pravé zavislost anizotropie fluorescence na rotaénim pohybu fluoroforu umoznuje
vyuziti této metody pii studiu biomolekul [44]. Rotaé¢ni diftize biomolekul je totiz ¢asto
srovnatelnd s dobou dohasinani excitovaného stavu fluorofort. Napiiklad protein
o hmotnosti 25 kDa mulze mit rotacni korela¢ni ¢as okolo 10 ns, coz je srovnatelna

hodnota s dobou Zivota excitovanych stavi mnoha fluorofort.

4.9.1.3. Méreni excitacnich a emisnich spekter

Emisni a excitacni spektra byly vzdy prométeny pied a po titraci roztoku peptida
proteinem 14-3-3CAC.

Emisni spektra byla méfena od 500 nm do 650 nm s krokem po 1 nm. Sife §térbin
byla nastavena na 3 nm za excitanim monochromatorem a 1 nm za emisnim
monochromatorem. Pfi méfeni excitacnich spekter byla Sitka S$térbin nastavena

obracené a spektrum bylo proméfeno od 250 nm do 500 nm.

4.9.1.4. Méreni anizotropie fluorescence

Pfi méfeni anizotropie fluorescence byly studovany roztoky jednotlivych peptidi
0 100nM koncentracich v objemu 300 pul. Tyto peptidy maji na sob& navazany molekulu
fluoresceinu, a proto byla vinova délka excitacniho zafeni nastavena na hodnotu 490 nm

a vlnova délka zateni emisniho byla sledovana pii 520 nm. Stérbiny byly nastaveny na
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hodnotu 4 nm a integra¢ni Cas na hodnotu 5 s, aby intenzita fluorescence métené
pod magickym tthlem dosahovala hodnoty pfiblizng 6x10° CPS.

Roztoky peptidi byly titrovany 10ul pridavky proteinu 14-3-3CAC o koncentraci
741 pM. Meétfeni byla 3x zopakovana a vysledky byly vyneseny do grafa
(obr. 5.20. a 5.21.).

SloZeni pufru, pri kterém byla mérena anizotropie fluorescence

20mM Tris-HCI (pH 7,5)

iImM EDTA
5mM DTT
150mM NacCl
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5.Vysledky

5.1. Exprese a purifikace proteint
14-3-3CAC a PdQ52K

Pro méfeni byly purifikovany proteiny PdQ52K a 14-3-3CAC. V této préci je
dokumentovan pouze jeden purifika¢ni proces pro kazdy protein. Purifikace byly
provedeny vicekrat, ovSem stejnym postupem a s obdobnymi vysledky.

Chromatogramy z gelové permeacni chromatografie (obr. 5.7. a 5.9.) a SDS-PAGE
gely (obr 5.8. a 5.10.) piislusnych frakci ukazuji, ze bylo dosazeno velmi dobré Cistoty
pfipravenych proteinid. Celkové vytézky ptipravy obou proteini byly dostacujici
(~20 mg 14-3-3CAC z 2,7 litrG bakterialni kultury, ~10 mg fosducinu z 2,7 litrt
bakterialni kultury).

5.1.1. Exprese

Plasmidova DNA proteinu PdQ52K a proteinu 14-3-3CAC byla nejprve vnesena
do kompetentnich bunék bakterii E Coli BL21DE3 (kap 4.2.3.). Dale byly oba proteiny
inkubovany ve 3 Erlenmayerovych banich s obsahem 0,9 1 LB média (kapitola 4.2.4.).
Roztoky bunétné kultury byly odstfedény (kapitola 4.2.5.) a pelety resuspendovany
lyzaénim pufrem. Ziskané roztoky byly sonikovany a odstfedény pro zisk roztoku
proteinu (kapitola 4.2.6). Nasledn¢ byla provedena purifikace chromatografickymi
metodami (kap 4.2.8.).

5.1.2. Niklova chelatac¢ni chromatografie

Chromatografickd metoda umoznéna ptitomnosti His-tag v molekule proteinu
(kap. 4.2.8.1). Eluovano bylo celkem 11 frakci o objemu 1,5 ml. Z kazdé z nich byly
odebrany vzorky, které byly spolu se standardem molekulovych hmotnosti analyzovany
SDS-PAGE (kap. 4.3.). Na zakladé vizualizovaného gelu byly vybrany frakce, které
byly podrobeny dal§im purifika¢nim krokim.
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Obr. 5.1. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci eluovanych pfi niklové chelatacni

chromatografii PdQ52K. Pritomnost Zadan¢ho proteinu je potvrzena jeho putovanim v oblasti
kolem 33 kDa. Cerné jsou znaceny frakce, které byly slouceny a podrobeny dal§im purifikatnim

krokim.
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Obr. 5.2. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci eluovanych pii niklové chelata¢ni
chromatografii proteinu 14-3-3CAC. Piitomnost zadaného proteinu je potvrzena jeho putovanim v
oblasti kolem 25 kDa. Cemé jsou znadeny fiakee, které byly slouceny a podrobeny daldim
purifika¢nim krokdm.

5.1.3. Aniontové vyménna chromatografie

Sloucené frakce po niklové chelatacni chromatografii byly dialyzovany (kap. 4.2.7.)
a nasledné podrobeny aniontové vyménné chromatografii (kap. 4.2.8.2.). Roztok
proteinu byl nanesen na kolonu s obsahem Q-Sepharosy a poté eluovan se ziskem frakci
0 objemu 1 ml. Cistota proteinu byla porovnana vizualizaci gelu SDS-PAGE (kap. 4.3.)

a je patrné, Ze doslo k vyraznému zlepSeni.
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Obr. 5.3. Chromatogram ziskany aniontové vyménnou chromatografii PdQ52K. Cemné je znadena
absorbance pfi 280 nm, ¢ervene konduktivita roztoku (popisujici gradient iontové sily) a modre
rozdgleni eluatu do jednotlivych frakei.
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Obr. 5.4. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci ziskanych pii aniontové vyménné
chromatografii PdQ52K, ktery se pohybuje v oblasti okolo 33 kDa. Z gelu je patrné zlepSeni
Cistoty proteinu. Cemé jsou znaceny frakce, které byly slouceny a podrobeny dalsim purifikacnim

kroktm.
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Obr. 55. Chromatogram ziskany aniontové vyménnou chromatografii proteinu 14-3-3(AC. Cemné je
znacena absorbance pii 280 nm, ¢ervené konduktivita roztoku (popisujici gradient iontoveé sily) a
modte rozdéleni eluatu do jednotlivych frakei.
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Obr. 5.6. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci ziskanych pii aniontové vyménné
chromatografii proteinu 14-3-3CAC, ktery se pohybuje v oblasti okolo 25 kDa. Z gelu je patmé
ZlepSeni Cistoty proteinu. Cemé jsou znateny frakce, které byly sloudeny a podrobeny dalsim
purifika¢nim krokdm.

5.1.4. Gelova permeacni chromatografie

Sloucené frakce byly koncentrovany (kap 4.2.9.) na objem davkovaci smycky, tedy
2 ml a aplikovany na kolonu HL Superdex 26/60 (kap 5.2.8.3.). Eluovany byly frakce
o objemu 1,5 ml. Na zdkladé chromatogramu byly vybrany vzorky pro SDS-PAGE.

Nejcistsi frakce byly slouceny a koncentrovany.
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Obr. 5.7. Chromatogram ziskany gelovou permeaéni chromatografii PdQ52K. Cemé je znacena zavislost
absorbance pfi 280 nm na ¢ase a modte rozdéleni eluatu do jednotlivych frakci.
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Obr. 5.8. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci ziskanych pii gelové permeacni

chromatografii PdQ52K,, ktery se pohybuje v oblasti okolo 33 kDa. Z gelu je patrna vyborna
Cistota proteinu. Cerné jsou znaceny frakce, které byly slouceny a pouZity pro rlizna méfeni.
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Obr. 5.9. Chromatogram ziskany gelovou permea¢ni chromatografii proteinu 14-3-3;AC. Cerné je znatena
zavislost absorbance pii 280 nm na ¢ase a modte rozdéleni do jednotlivych frakei.
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Obr. 5.10. Vizualizovany 12% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE frakci ziskanych pii gelové permeacni
chromatografii proteinu 14-3-3CAC, ktery se pohybuje v oblasti okolo 25 kDa. Z gelu je patma
vysoka Cistota proteinu. Cerné jsou znaceny frakce, které byly slouceny a pouzity pro méfeni.
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5.2. Studium posttranslacnich modifikaci fosducinu

Vazba fosducinu a proteinu 14-3-3 uplné inhibuje schopnost fosducinu vazat Gg,.
Mimo to by vSak tvorba tohoto komplexu mohla mit dal$i funkce [18]. Jedna se
pfedev§im o moznou ochranu proti defosforylaci fosfatasami a také proteolytické
degradaci. N-terminalni doména fosducinu je zna¢né nestrukturovand a proto snadno
pfistupna cytosolickym proteasam. Pokud vazba proteinu 14-3-3 N-terminalni doménu

stabilizuje, pak by mohla poskytnout fosducinu uréity stupen ochrany.

5.2.1. Limitovana proteolyza PdQ52K

v nepritomnosti a pritomnosti proteinu 14-3-3¢AC

Limitovana proteolyza (kap. 4.6.) byla pouzita ke sledovani vlivu fosforylace
a vazby proteinu 14-3-3 na rychlost proteolytické degradace. Koncentrace proteinti
v pouzitych vzorcich byly vzdy 20uM pro PdQ52K a 40uM pro 14-3-3CAC. Byly
pouzity proteasy trypsin a chymotrypsin, které na proteiny ptisobily po dobu 0, 1,3 a 5
min. Koncentrace proteas byla optimalizovana tak, aby béhem inkubace doslo pouze
k ¢astecné degradaci PAQ52K. Aktivita proteas byla zastavena denaturaci vzorkovacim
pufrem a rychlym povaienim vzorku. VVzorky byly nasledné analyzovany pomoci SDS-
PAGE.

Nejprve byl sledovan ucinek proteas na protein 14-3-3CAC. Ten v podminkach
experimentu nebyl viibec $tépen, coz poukazuje na mnohem véEtsi stabilitu v porovnani
s PdQ52K. Dale byla porovnano $tépeni nefosforylovaného PdQ52K. Pro obé proteasy
bylo pozorovano zna¢né §tépeni proteinu. Nakonec byla porovnana u¢innost proteas na

fosforylovaném PdQ52K v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu 14-3-3CAC.
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Obr. 5.11. Vizualizovany 15% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE po limitovane proteolyze. Z gelu je
patmy nevelky u¢inek chymotrypsinu a trypsinu na protein 14-3-3{AC. Stépy proteinu 14-3-3CAC
tedy nebudou interferovat pri dalSich méfenich.
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Obr. 5.12. Vizualizovany 15% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE po limitované proteolyze pii pouziti
chymotrypsinu. Na levém gelu je chymotrypsinem degradovan pouze nefosforylovany fosducin
(Pdc), vpravo je ucinku chymotrypsinu vystaven fosducin fosforylovany (Pdc-P) samotny
a v komplexu s proteinem 14-3-3CAC. Lze pozorovat zvySenou miru degradace v piipadé Pdc-P
oproti Pdc, ktera je vsak potlatena vytvofenim komplexu s proteinem 14-3-3¢AC. Stépy jsou
mén¢ vyrazné a v 5. min je ptitomno vice Pdc-P.
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Obr. 5.13. Vizualizovany 15% polyakrylamidovy gel SDS-PAGE po limitované proteolyze pii pouziti
trypsinu. Na levém gelu je trypsinem degradovan pouze nefosforylovany fosducin (Pdc), vpravo
je ucinku trypsinu vystaven fosducin fosforylovany (Pdc-P) samotny a v komplexu s proteinem
14-3-3CAC. Lze pozorovat zvySenou miru degradace v piipadé Pdc-P oproti Pdc, jelikoz vznikaji
Stepy nizSich molekulovych hmotnosti. Degradace je vSak potlacena vytvofenim komplexu
s proteinem 14-3-3CAC. Stépy jsou méné vyrazné a v 5. min je piitomno vice Pdc-P.

Vysledky ukazuji zpomaleni degradace fosducinu v pfitomnosti proteinu
14-3-3CAC. Je tedy zcela mozné, ze vazba proteinu 14-3-3 by mohla chranit
fosforylovany fosducin (zejména N-terminalni doménu) pied degradaci intracelularnimi

proteasami.

5.2.2. Limitovana defosforylace PAQ52K
pomoci PP1,PP2A a vliv vazby proteinu 14-3-3¢AC

Metodou limitované defosforylace (kap. 4.7.) byl zkouman efekt vazby PdQ52K
a proteinu 14-3-3CAC pfi pusobeni fosfatas. Obé fosforylovana mista Ser-54 a Ser-73
se nachazi v nestrukturované N-termindlni doméné fosducinu. Jelikoz protein 14-3-3
vaze pravé N-terminalni doménu, piedpoklada se protekéni efekt této interakce
na defosforylaci fosducinu.

Fosforylovany PdQ52K (Pdc-P) o 20uM koncentraci byl vystaven psobeni PP1
a PP2A po dobu 0, 0.5, 1.5, 3 a 7 min. Stejné tak tomu bylo v pfitomnosti 40uM
proteinu 14-3-3CAC. Reakce byla zastavena piidavkem B-glycerolfosfatu a povafenim.
Ziskané vzorky byly naneseny na polyakrylamidovy gel s obsahem 75uM Phos-tag™.
Spolu se vzorky byly na gel naneseny proteiny poskytnuté Mgr. Miroslavou Kacifovou,
Pdc-wt (fosforylovany pouze Ser-73) a PdQ52KS73A (fosforylovany pouze Ser-54),
které slouzi jako standardy.
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Obr. 5.14. 12% polyakrylamidovy gel s obsahem 75 uM Phos-tag™, na ktery byly naneseny vzorky
ziskané metodou limitované defosforylace za pouziti PP1. Na gelu pozorujeme zpomaleni miry
defosforylace, pokud je fosforylovany PdQ52K (Pdc-P) v komplexu s 14-3-3CAC. Dale je patrné,
7ze PPl primamé defosforyluje Ser-54, jelikoz neni pii defosforylaci na gelu pozorovan.
(Ser54,73-P znaci fosforylaci fosducinu na téchto zbytcich, nonP je fosducin nefosforylovany).
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Obr. 5.15. 12% polyakrylamidovy gel s obsahem 75 uM Phos-tag™, na ktery byly naneseny vzorky
ziskané metodou limitované defosforylace za pouziti PP2A. Na gelu pozorujeme zpomaleni miry
defosforylace, pokud je fosforylovany PdQ52K (Pdc-P) v komplexu s 14-3-3CAC. Déle je patrné,
ze PP2A primamé defosforyluje Ser-73, Ser-54 je defosforylovan v mensi mife. (Ser54,73-P
znadi fosforylaci fosducinu na téchto zbytcich, nonP je fosducin nefosforylovany).
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Vysledky ukazuji signifikantni snizeni rychlosti defosforylace v ptipad¢ vazby
proteinu 14-3-3CAC pii ptsobeni fosfatas na fosforylovany PdQ52K. Tyto vysledky
tedy pfispivaji k hypotéze protektivni funkce proteinu 14-3-3(AC v tomto komplexu.
Dale bylo zjisténo rozdilné pusobeni fosfatas PP1 a PP2A. PP1 rychleji defosforyluje
Ser-54, zatimco PP2A Ser-73. Ob¢ fosfatasy jsou vsak schopny defosforylace obou

aminokyselinovych zbytkd.

5.2.3. SUMOylace fosducinu

C. Klenk et al. poukazali na schopnost SUMO-1 navézat se na fosducin a to jak
in vivo, tak in vitro [22]. Pro ovéfeni této SUMOylace a mozného vlivu proteinu 14-3-3
byl pouzit kit pro in vitro reakci (Enzo Life Sciences, Spojené staty americké), ktery byl
pouzit podle postupu pospsaném v kapitole 4.8.

WB: Anti-SUMO WB: Anti-SUMO
Kontrola ‘ Pdc-P | Komplex Kontrola

++|+-|+- ++,i|--,i

hd 8
cakoa— (DD 4 RG-SUMO 64 kDa — *‘
— = <4 RG

16 kDa — ¢ SUMO
M 16 kDa — <« sumo

Obr. 5.16. Fotografické filmy ukazujici vysledky SUMOylace. Kontrola ti¢innosti kitu byla provedena
SUMOylaci proteinu RanGAP (RG). Byly provedeny pozitivni (+) a negativni (-) kontroly. Pii
vizualizaci byly pouzity protilatky proti SUMO. Na levém filmu jsou také vysledky SUMOylace
fosforylovaného PdQ52K (Pdc-P) samotného i v komplexu s proteinem 14-3-3CAC, tato reakce
vSak byla negativni. Pravy film znazorfiuje kontrolu kitu pfi pouziti inhibitoru proteas (i) (viz
obr. 6.17.), ktery na reakci nema zadny efekt.

<« RG-SUMO

Jelikoz nebyla pozorovana SUMOylace ani pii nékolikerém opakovani a zméné
reakénich podminek, byly pouZity protilatky proti fosducinu (Sigma Life Sciences,

Némecko).
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Obr. 5.17. Fotograficky film ukazujici vysledky SUMOylace. Byly provedeny pozitivni (+) a negativni (-)
kontroly. Pii vizualizaci byly pouZity protilatky proti fosducinu. Filmy znazormiuji SUMOylace
fosforylovaného PdQ52K (Pdc-P) samotného, i v komplexu s proteinem 14-3-3CAC. Byla
pozorovana silna degradace fosducinu (levy film), proto byly pouzity inhibitory proteas (pravy
film), nicméné ani presto nebyla SUMOylace in vitro Gsp&sna.

Pies opakované provedeni reakce a zménach reak¢nich podminek se nepodafiilo
PdQ52K in vitro SUMOylovat. Z obr. 5.17. je vSak patrna protektivni funkce proteinu

14-3-3, nebot’ malé ¢ast fosducinu (i pii takto masivni degradaci) zlstala zachovéna.

5.2.4. Porovnani vazebné afinity fosforylovanych peptidi

obsahujicich vazebné motivy fosducinu k proteinu 14-3-3CAC

Pro vazbu fosducinu s proteinem 14-3-3CAC je nutna jeho fosforylace na obou
vazebnych mistech (Ser-54 a Ser-73) [37]. Nicméné je nejasné, jaky je podil
jednotlivych motivii na celkové stabilit¢ komplexu. Cilem téchto fluorescencnich
meéfeni je odhad vazebné afinity a porovnani jednotlivych fosforylacnich motivi
PdQS52K pii interakci s proteinem 14-3-3CAC.

Pro méfeni byly pouzity syntetické fluorescenéné oznacené fosfopeptidy

a purifikovany protein 14-3-3CAC.

5.2.4.1. Peptidy

Jednotlivé peptidy obsahuji motiv 14-3-3 vazebnych mist fosducinu a na svém
konci maji navazanou molekulu fluoresceinu (Flc). Peptidy byly syntetizovany firmou
VIDIA spol. s r.0. (Ceska republika).
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Tab. 5.1. Zkratky a sekvence pouzitych peptidi. Peptidy jsou na N-konci modifikovany fluoresceinem (Fic)
a nékteré obsahuji fosforylovany Ser (pS). Peptidy P460-462 obsahuji vazebny motiv se Ser-54,
piic¢emz peptid P460 obsahuje motiv s mutaci Q52K, zatimco peptidy P461 a P462 obsahuji
piirozené se vyskytujici sekvenci. Peptidy P463 a P464 obsahuji vazebny motiv se Ser-73. M, je
monoizotopicka, relativni molekulova vaha.

ZKkratka Sekvence peptidu Mr FOSfOrylacm
misto
P460 Flc-SKKEILRKM (pS) SPQSRDD-OH 2243 Ser-54
P461 Flc-SKKEILRQM (pS) SPQSRDD-OH 2443 Ser-54
P462 F1lc-SKKEILRQMSSPQSRDD-OH 2363 Ser-54
P463 F1c-MSRKM (pS) IQEYELIH-OH 2203 Ser-73
P464 Flc-MSRKMSIQEYELIH-OH 2123 Ser-73

5.2.4.2. Emisni a excitacni spektra

Byla proméfena emisni a excita¢ni spektra jednotlivych peptidi. Postup je uveden
v kapitole 4.9.1.3. Po prométeni spekter byly zvoleny vinova délky excitace (490 nm)
a emise (520 nm) zafeni, pii kterych byly také méfeny stacionarni anizotropie
fluorescence. Spektra byla naméfena pro vSechny peptidy, nicméné s obdobnymi

vysledky a proto jsou uvedena pouze spektra peptidu P460.

Emisni spektra

5x10° —— P460 (1)

—— P460 (2)

4x10°

3x10°

Intenzita (CPS)

2x10° 4

1x10°

0

T T T T T T T T
500 520 540 560 580 600 620 640
VInova délka (nm)

Obr. 5.18. Emisni spektra peptidu P460 nametena pred (1) a po (2) titraci proteinem 14-3-3CAC. Intenzita
po titraci byla korigovana na zménu objemu. Z grafu je patmé, ze nedochazi k posunu emisniho
maxima fluoresceinu.
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Excitacni spektum
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Obr. 5.19. Excita¢ni spektrum peptidu P460.

5.2.4.3. Stacionarni méreni anizotropie fluorescence
Naméfena data vykazovala sigmoidalni zavislost. Hodnoty tedy byly fitovany

(program OriginPro 8) tzv. dose-response kiivkou, jeZ je dana rovnici

"smax " "so
1+10log(EC50-p) (5.1)

s =75, T
kde 7;,zna¢i minimalni a 7y maximalni hodnotu anizotropie fluorescence, EC50
vyjadiuje koncentraci proteinu 14-3-3CAC, pii které je pozorovana 50% zména
anisotropie (tedy o 0.5 x (r; - 75,)) a p je Hillova smémice, ktera udiava miru

kooperativity vazby.
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Obr. 5.20. Grafy zavislosti zmé&ny anizotropie fluorescence vzorkli obsahujicich ur¢ity Flc znaceny peptid
na log c(14-3-3CAC). Tyto peptidy obsahuji vazebné misto fosducinu okolo Ser-54. Pouze
u fosforylovanych peptidi dochézi k zvySeni anizotropie a tim tedy i k navazani peptidu
na protein 14-3-3CAC. Uvedené hodnoty byly ziskany prolozenim experimentalnich bodi rovnici
(5.1.) anasledné zaneseny do tab. 2.
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Obr. 5.21. Graf zavislosti zmény anizotropie fluorescence vzorkll obsahyjicich uréity Flc znaceny peptid
na log c(14-3-3CAC). Tyto peptidy obsahuji vazebné misto fosducinu okolo Ser-73. Pouze
u fosforylovaného peptidu P463 dochazi k zvyseni anizotropie a tim tedy i k navazani peptidu
na protein 14-3-3CAC. Uvedené hodnoty byly ziskany prolozenim experimentalnich bodi rovnici
(5.1.) anasledné zaneseny do tab. 2.
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Tab. 5.2. Vysledky méfeni stacionami anizotropie fluorescence. Hodnota vazebné konstanty je znazornéna
pomoci EC50, jez zna¢i koncentraci, pii které je dosazeno polovicni hodnoty maximalni
anizotropie. Malé p je tzv. Hillova smérnice, ktera popisuje kooperativu vazby.

Zkratka Fosforylaé¢ni EC50

peptidu misto b (M)
P460 Ser-54 3,91 139+1
P461 Ser-54 3,96 177+ 1
P462 Ser-54 - -
P463 Ser-73 2,93 172+ 1
P464 Ser-73 - -

Vysledky méfeni stacionarni anizotropie fluorescence poukazuji na existenci
kooperativity pii vazbé fosforylovanych peptidu na protein 14-3-3CAC.

Z naméfenych hodnot je zfejmé, Ze pro interakci proteini je nutnd fosforylace
prislusnych serinovych zbytkl. Zda se, Ze pii vazbé se obé fosforylovana mista podili
stejnou mirou, nicméné vazebna konstanta ma 50% niz§i hodnotu oproti Kp vazby
fosducinu s proteinem 14-3-3CAC. Tyto hodnoty poukazuji na synergii jednotlivych
mist pfi tvorbé komplexu. Dale byl provéfen vliv mutace Q52K na vazebnou afinitu
peptidu obsahujiciho motiv Ser-54, kterd zpiisobila mirné zvySeni vazebné afinity oproti

peptidu s nemutovanou sekvenci.
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6.Diskuze

V ramci této diplomové prace byla studovana uloha posttranslaénich modifikaci
fosducinu na jeho interakci s proteinem 14-3-3 a posouzen vliv tvorby komplexu na tyto
modifikace.

Fosducin se nachézi v mnoha tkanich, ptfedev§im v oc¢ni sitnici. Spekuluje se o jeho
vlivu pfi regulaci signalni drahy oc¢ni sitnice [14], krevniho tlaku [11] a exprese
G-proteint [13]. Funkce fosducinu je regulovana proteinem 14-3-3, jenz hraje roli
v mnohych biochemickych procesech [18], ovSem tuloha proteinu 14-3-3 v regulaci
fosducinu je stale nejasna.

Vazba fosforylovaného fosducinu s proteinem 14-3-3 mize plnit vice funkci [18].
Postulovany byly funkce regulacni, které spocivaji v dalsi inhibici interakce fosducinu
S Ggpy a také funkce protektivni, jez by mohly fosforylovany fosducin chranit pted
defosforylaci a proteolytickou degradaci. Pro prozkoumani moznych protektivnich
funkci byly exprimovany a purifikovany proteiny 14-3-3(AC a fosducin (s mutaci
Q52K) s vytézky miligramovych mnozstvi (kap. 5.1.). Vliv tvorby komplexu
s proteinem 14-3-3CAC na posttransla¢ni modifikace fosducinu byl studovan metodami
limitované proteolyzy (kap. 5.2.1.) a defosforylace (kap. 5.2.2).

Z polyakrylamidovych gelt je patrné, Ze tvorba komplexu PdQ52K s proteinem
14-3-3CAC zpomaluje rychlost proteolytické degradace fosducinu. Pfitomnost proteinu
14-3-3CAC zpomalila uc¢inek obou proteas, trypsinu (obr. 5.13.) a chymotrypsinu
(obr. 5.12)). Z gelu je také mozné pozorovat, ze samotna fosforylace PdQ52K
pravdépodobné destabilizuje jeho strukturu, nebot fosforylovany fosducin je
degradovan rychleji, nez nefosforylovany (obr. 5.12.). Tyto vysledky pfispivaji
k nazoru, ze tvorba komplexu fosducinu s proteinem 14-3-3CAC chrani fosforylovany
fosducin pted intracelularni degradaci.

Fosforylace fosducinu ma znaény efekt na jeho regulacni funkci [14]. In vivo byla
prokazana jeho defosforylace pomoci PP1 a PP2A [21]. V této praci byl zjistovan efekt
zminénych fosfatas a vliv tvorby komplexu fosforylovaného fosducinu s proteinem
14-3-3. Proteiny byly vystaveny uc¢inku jednotlivych fosfatas a analyzovany SDS-
PAGE na polyakrylamidovych gelech s obsahem Phos-tag™. Tyto gely ukazuji
rozdilnou aktivitu jednotlivych fosfatas. PP1 rychleji defosforyluje fosducin na Ser-54
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(obr. 5.14.), zatimco PP2A na Ser-73 (obr. 5.15.), nicméné ob¢ fosfatasy jsou schopny
defosforylovat oba serinové zbytky. V obou ptipadech vSak bylo pozorovano snizeni
rychlosti defosforylace. Byl-li fosforylovany PdQ52K pfitomen v komplexu
s proteinem 14-3-3CAC. Tyto vysledky podporuji hypotézu, podle které protein
14-3-3CAC ochranuje fosforylovany fosducin pted defosforylaci.

C. Klenk et al. objevili in vivo 48kDa formu fosducinu a poukazali na jeho
modifikaci molekulou SUMO [22]. Zaroven dokazali na fosducin navdzat molekulu
SUMO in vitro. SUMOylace fosducinu vSak ovéfena nebyla. Pies mnohacetna
opakovani a zmény reakénich podminek reakci se nepodafilo fosducin in vitro
SUMOylovat (obr. 5.17.).

Pro vazbu proteinti je nutna fosforylace fosducinu na Ser-54, Ser-73 a tvorba
homodimeru proteinu 14-3-3CAC [35]. Jaky je vSak podil jednotlivych vazebnych mist
na interakci téchto proteinii neni zatim znamo. Proto byla provedena méteni stacionarni
anizotropie fluorescence se syntetickymi fosfopeptidy, ktera tyto vazebna mista
obsahuji. Fluorescen¢ni méteni ukazaly podobné a ptiblizné 50x mensi vazebné afinity
jednotlivych vazebnych mist okolo Ser-54 a Ser-73 k proteinu 14-3-3CAC (tab. 5.2), nez
je vazebna afinita, kterou vykazuje PdQ52K k proteinu 14-3-3CAC (3 = 0,5 uM). Tyto
vysledky naznacuji nutnost spoluprace obou vazebnych mist pii tvorbé komplexu
s proteinem 14-3-3CAC. Zaroven byl prozkouman vliv mutace fosducinu Q52K, ktera
zpusobila mirné zvySeni vazebné afinity zkoumaného fosfopeptidu. Vysledky také

naznacuji existenci kooperativity pii vazbé peptidu na protein 14-3-3CAC.
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7.7Zaver

Proteiny 14-3-3CAC a fosducin (mutant Q52K) byly exprimovany a purifikovany
v dostatecné Cistot¢ a miligramovych vytézcich. Fosducin byl Gspésné fosforylovan
pomoci PKA na Ser-73 i Ser-54, coz umoznilo vytvofeni komplexu s proteinem
14-3-3CAC.

Byl prostudovan vliv vazby proteinu 14-3-3CAC na posttranslacni modifikace
fosducinu metodami limitované proteolyzy a defosforylace. V obou piipadech byla
podpoiena hypotéza protektivni funkce proteinu 14-3-3CAC, nebot” doSlo k zpomaleni
rychlosti jednotlivych reakci. SUMOylace fosducinu in vitro vsak potvrzena nebyla.

Me¢fenim staciondrni anizotropie fluorescence byly porovnany vazebné afinity
peptidl obsahujicich fosforylované motivy fosducinu k proteinu 14-3-3{AC. Vazebné
afinity jednotlivych mist, obsahujici vazebnad mista k proteinu 14-3-3CAC, maji
obdobnou hodnotu, ktera je vsak pfiblizné 50x niz§i, nez je hodnota vazebné afinity
celého proteinu. Tyto vysledky ukazuji nutnou soucinnost obou mist pfi vzniku
komplexu fosducinu s proteinem 14-3-3CAC. Méfeni zaroven poukazaly na existenci

kooperativity pti vazbé jednotlivych peptidi na protein 14-3-3CAC.
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