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1. Uvod

Vsechny Zivé organismy od vird aZ po Clovéka obsahuji dva zakladni typy
informacnich biomakromolekul — nukleové kyseliny a bilkoviny. Nukleové kyseliny jsou
vlastnosti nukleovych kyselin je replikace. Genetickda informace zakdédovana
v nukleovych kyselindch obsahuje nutné predpoklady pro syntézu specifickych bilkovin,
které zajistuji Zivotni funkce a pochody v burice. Nukleové kyseliny jsou samy ve své
syntéze zavislé na bilkovinnych molekulach [1, 2].

Z vySe uvedeného vyplyva, ze bilkoviny zajistuji rozmanité funkce, kterymi se
podili na celkovém Zivotnim pochodu buriky.

Jednou z nejduleZitéjSich funkci bilkovin je funkce enzymaticka uskuteciiujici se
napf. pfi rozkladu nebo syntéze sloucenin [1].

Dalsi dalezitou funkci bilkovin je funkce ochranna. Po vniknuti cizorodé latky do
buriky se aktivuji imunologické reakce [1].

Pfeména chemické energie na mechanickou praci je podstatou tzv.
molekulovych motord. Ty jsou odpovédné za aktivni pohyb organisml vici okoli, ale
napfiklad i za pohyb bunécnych organel, za neustalé proudéni latek v nervovych
vldknech k nervovym zakonéenim a opacnym smérem, u mérfiavek za ameboidni pohyb
atd. Molekulovy motor je komplex nékolika molekul bilkovin, ktery ma svou viastni
enzymovou aktivitu, tzn., Ze katalyzuje hydrolyzu ATP. Hydrolyzou ATP se uvolni
energie, ktera zméni tvar motoru, a tim dojde k posunuti motoru po strukturach
cytoskeletu (mikrotubuly, mikrofilamenta). Molekulové motory tedy mohou fungovat
jako prenasece pfi vnitrobunécném transportu [1, 3, 4].

ProtoZze bilkoviny tvofi vice nez 50 % protoplasmy, jsou podstatnou soucasti
bunécnych struktur a z toho vyplyva jejich dalsi funkce — strukturni. Organely jsou
chranény lipoproteinovymi membranami, ribozomy jsou tvoieny rRNA a bilkovinami, v
cytoskeletu se nachazeji mikrotubuly a mikrofilamenta atd. Typickymi strukturnimi
bilkovinami jsou napf. kolagen, fibrinogen a skleroprotein [1, 2].

Dulezitou transportni bilkovinou je hemoglobin, ktery na sebe reverzibilné
navazuje molekularni kyslik, dale albumin krevni plazmy na sebe vaZze mastné kyseliny,
steroidy a jiné lipoidni latky. Transferrin je bilkovina krevni plazmy, ktera ma transportni
funkci pro Fe (vaZe na sebe Fe?") a ceruloplasmin slouzi jako transportni protein pro Cu v
krevnim séru atd. [1, 5].

14-3-3 proteiny jsou daleZité v mnoha bunécnych déjich, kde se vaii na
fosforylované proteiny a tim ovliviiuji jejich funkce, napf. pfi prenosu signalu,
diferenciaci a proliferaci buriky, regulaci bunééného cyklu (napf. pfechody mezi G2 a M
fazi), apoptoze, i jako indikatory diagnostiky neurodegenerativnich onemocnéni zvanych
sporadicka Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJN), Alzheimerova a Parkinsonova choroba [6,
7, 8].



2. 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou dimerni bilkovinné molekuly, které se vyskytuji ve vSech
eukaryotickych organismech. V lidskych burikach bylo identifikovano sedm isoforem,
(které jsou béiné oznacovany feckymi pismeny), v rostlinnych burikdch patnact
isoforem a dvé isoformy v kvasinkdch. Relativni molekulovd hmotnost se pohybuje
okolo 30 tisic. Celkem bylo nalezeno pfes 300 odlisnych vazebnych partnert 14-3-3
proteint. V rostlinnych organismech jsou 14-3-3 proteiny a jejich vazebni partnefi
daleziti v procesech transportu iontid, metabolismu a pfi regulaci ristu [9].

2.1 Historie 14-3-3 proteinti a jejich komplext

1967-1968 14-3-3 proteiny byly poprvé izolovany Moorem a Perezem z extraktu
mozkové tkané. Jejich nazev je odvozen podle Cisla frakce (14.) pfi eluci
na DEAE-celulézové chromatografii a podle pozice na Skrobové gelové
elektroforéze (3.3). Clenové této rodiny jsou nazyvani rdznymi
alternativnimi jmény (viz. Tab. 1) napf. podle jejich biologické funkce.

nazev 14-3-3 isoforma

BAP-1 z angl. Ber-associated protein 1; 14-3-3t/6 [10]

Bilardo 14-3-37 [11]

BMH1 a BMH2 kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteinq, S. cerevisiae [12]

CBP z angl. Cruciform-binding Protein; relativni molekulovd hmotnost CBP je

66 tisic a je moZnou kombinaci jakychkoliv dvou lidskych isoforem 14-3-
3 protein( [13]

DER Drosophila receptor; ¢ast z Drosophila 14-3-3 (14-3-37) [14]

Exol regulace exocytosy; isoformy 14-3-3 [15]

FAS z ang|. Factor Activating exoenzyme S, 14-3-37/6 [16]

FBP z angl. Fusicoccin-binding Protein, Zea mays L. [17]

GF14 rostlinnd isoforma 14-3-3 proteinti, Arabidopsis thaliana [18]

KCIP-1 z angl. Protein kinase C inhibitor-1; 14-3-37/8 [19]

Leonardo Drosophila 14-3-37 [20]

MSF z angl. Mitochondrial import Stimulation Factor; 14-3-3¢ [21]

NIP z angl. Nitrate reduktase Inhibitor Protein, rostlinné 14-3-3 proteiny
(22]

Par5 C. elegant 14-3-3 protein [23]

Rad24 a Rad25 kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteind, Sz. pombe [12]

Stratifin 14-3-30 [24]

Tab. 1 Pfiklady alternativnich ndzvi 14-3-3 proteind [11].

1980 Purifikace 14-3-3 proteint (spolu s 14-3-2 proteiny, které se lisi od 14-3-3
protein tim, Ze se sklddaji pouze z jednoho polypeptidového fetézce a
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1987

1988

1992

1993

1994

1995

1996

1997
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1999

2000

jejich relativni molekulovd hmotnost je okolo 50 tisic [25].

Nalezeni 14-3-3 proteini v cerebrospinadlni tekutiné a oznaceni za
potencialni indikatory neurodegenerativnich onemocnéni [26].
Enzymova regulace. Aktivace tryptofan a tyrosinhydroxylasy za
pfitomnosti Ca®* [27].

Separace na HPLC a pojmenovani sedmi 14-3-3 proteini nalezenych
v mozkové tkani feckymi pismeny. Klonovani cDNA pro 14-3-3n [28].
Nalezeni 14-3-3 proteint v ostatnich eukaryotech: v kvasinkach [29],
v rostlinach (Spenat, hrach, pupalka) [30], Xenopus (drdpatka) [31].
Exoenzym S. ExoS vyZaduje faktor zvany FAS pro svou enzymatickou
aktivitu. FAS faktor patfi do rodiny 14-3-3 protein(i. ExoS je virulentni
faktor z Pseudomonas aeruginosa [16).

Interakce 14-3-3 proteinl sc-Bcr a Bcer-Abl. Podstatou chronické
myeloidni leukémie (CLM) je objeveni Philadelphia (Ph) chromozomu.
Ten vznika reciproéni translokaci genetického materidlu mezi dlouhymi
raménky 9. a 22. chromosomu. Pfi tom dojde k pfesunu protoonkogenu
c-Abl do oblasti chromosomu 22, ktera je oznacovana jako Bcr (Break-
point Cluster Region) a k fuzi Bcr-Abl. Produktem Bcr-Abl genu je protein
s konstitutivné aktivovanou tyrosinkinasou, na rozdil od Abl, ktery kéduje
tyrosinkinasu, jejiz aktivita je v burice prisné regulovana [10], [32].
Krystalova struktura 14-3-3t z lidskych T-bunék o rozlideni 2,6 A. 14-3-3t
tvofi dimerni molekulu, skladajici se ze dvou monomernich jednotek.
Kazda monomerni jednotka je sloZzena z deviti antiparalelnich a-helixd.
Spojenim téchto jednotek vznika hluboka centralni dutina o rozmérech
35Ax35Ax20A[33].

Krystalova struktura 14-3-3 o rozlideni 2,9 A [34].

Prokazani ulohy 14-3-3 proteind v mozkové tkani u pacientd
s Alzheimerovou chorobou [35].

Vazba 14-3-3 protein s vazebnymi partnery je zprostfedkovana skrze
motiv obsahujici fosforylovany serin [36].

Protein 14-3-3¢ je proteinem p53 regulovany inhibitor pro vstup buriky
do G,/M faze bunééného cyklu [37].

Interakce 14-3-3 protein( s nefosforylovanym proteinovym ligandem
skrze vazebny motiv WLDLE. Tento ligand je umélé syntetizovany peptid
R18 a do vazebného Zlabku 14-3-3 proteinu se vaze opatné nez vétsina
ostatnich liganda [38].

Akt reguluje aktivitu FKHR1 (¢len Forkhead rodiny, FoxO1) tim, Ze
fosforyluje FKHRL1, ktery pak interaguje se 14-3-3 proteiny za vzniku
komplexu FKHRL1/14-3-3 a transportuje se z jadra do cytoplazmy, ¢imi
zanika funkce FKHRL1 [39].

Jako odpovéd' na poskozeni DNA je indukovana exprese 14-3-3g, kterd
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zplsobi, Ze se bunécny cyklus zastavi v G, fazi. Bylo zjisténo, Ze pfri
onemocnéni rakovinou prsu je exprese genu pro 14-3-30 7x nizsi neZ ve
zdravém prsnim epitelu. To je zplsobeno hypermethylaci 14-3-30 genu
v mistech bohatych na CpG opakovani [40].

Vyfeseni krystalové struktury komplexu 14-3-3/AANAT. AANAT je litka
ucastnici se syntézy melatoninu. AANAT se vadie do centrdini Casti
dimerniho 14-3-37. Vazba 14-3-3 proteinu s AANAT chrani AANAT pred
proteolyzou a zvy3uje jeji afinitu k substratiim [41].

Fosforylace 14-3-3 proteint Akt (PKB). Akt (nebo také Protein Kinasa B)
je ¢lenem ACG serin/threonin kinasové rodiny. Tento tfipismenny nazev
oznacuje ,nejstarsi” ¢leny této rodiny. A — protein kinasa A, G — cGMP
protein kinasa a C — protein kinasa C. PKB/Akt fosforyluje in vitro 14-3-3C
na Ser-58 [42].

VyreSeni struktury komplexu 14-3-3/fusicoccin. Fusicoccin je toxicka
latka produkovana houbou Fusicoccum amygdalii, ktera zplsobuje
vadnuti rostlin. Fusicoccin stabilizuje interakci mezi 14-3-3 proteinem a
C-koncovou &asti H'-ATPasy a aktivuje skrze tuto vazbu neustaly H'-
ATPasovy transport vedouci nevratné k otevieni pruduchd rostlin.
Vysledkem je zvadnuti rostliny [43].

AKAP-Lbc je ¢lenem (z angl. A-Kinase Anchoring Protein) AKAP rodiny.
Rho-GEF aktivita je stimulovdna a-podjednotkou heterotrimerického G
proteinu (Giy), pficemiz fosforylace AKAP-Lbc pomoci ukotvené PAK
navozuje pfisun 14-3-3 proteinl, které inhibuji GEF funkci. AKAP-Lbc
muzZe formovat homooligomery uvnitf bunék. Oligomerizace je
zprostiedkovdna pomoci dvou sousedicich motivi leucinového zipu,
které jsou umisténé v C-koncové Casti proteinové kotvy. AKAP-Lbc
aktivita je inhibovadna skrze vazbu se 14-3-3 proteiny [44].

Navrieni vazebného motivu Ill. Vazebny motiv Ill. pS/pT(X;-2)-COOH
neobsahuje aminokyselinu prolin (jako vazebny motiv I. a IL), ale
obsahuje C-terminalni sekvenci COOH, ktera funkéné nahrazuje smycku
pro zvySeni vazebnych schopnosti [45].

Protein kinasa MST1 vyvolava oxidativni stres vedouci k zaniku savcich
neuron( prostfednictvim FoxO transkripénich faktor(d. MST1 fosforyluje
FoxO proteiny na konzervativnich aminokyselinovych zbytcich uvnitf
Forkhead domény a tim je znemoZnéna interakce se 14-3-3 proteiny,
které transportuji v komplexu FoxO/14-3-3 FoxO z jadra do cytoplazmy
[46].

DNA vazebna doména (DBD, z angl. DNA Binding Domain) FoxO4 je
slozena z N-koncové Casti umisténé nad helixem H1, tfi a-helixd a
antiparalelnich B-skladanych listd, které formuji na jedné strané smycku
zvanou wing W1 a na druhé strané dsek wing W2, ktery predstavuje C-
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koncovy segment (viz. Obr. 1). Fosforylaéni misto pro PKB a vazebny
motiv pro 14-3-3 proteiny je umistén na Useku zvaném wing W2, tedy na
C-koncové Casti FoxO4-DBD. Vazba 14-3-3 proteinu s FoxO4 je nezbytna
pro uplnou inhibici interakce FoxO4 s DNA. Pro vazbu FoxO4 s DNA jsou
dilezité obé koncové ¢asti (N-koncova cdst a C-koncova Cast W2).
Odstranéni jedné ze dvou koncovych casti snizuje schopnost vazby
FoxO4 s DNA a odstranéni obou koncovych ¢asti vyznamné inhibuje
vazbu FoxO4 s DNA [47].

RRRAAS'**MD

N
\" ,.---,.

C %, - %o

*veeess” Wing W2

Obr. 1 Stuzkovd reprezentace krystalové struktury FoxO4-DBD (sekvence Ser’’-Gly'™®), derny
kruh naznaduje pfiblizné misto (Ser'®) pro fosforylaci PKB, pierusovand &ra naznaluje
chybéjici usek W2.

2008 ZvySena exprese lidské isoformy 14-3-37 urcuje vysoké riziko vzniku
recidivy rakoviny prsu. Tato zvySena exprese 14-3-37 nastdva v raném
stadiu této choroby a pfispiva k preméné zdravych lidskych bunék na
rakovinové bujeni. 14-3-3] proteiny negativné reguluji p53 [48].

2009 Protein GF14c (¢len 14-3-3 rodiny proteini) hraje duleZitou roli v procesu
kveteni u ryZe prostiednictvim interakce s Hd3a proteinem (Hd3a protein
podporuje kveteni u ryZe). ZvySend exprese proteinu GF1l4c zplsobi
zpozdéni doby kveteni [49].

Tab. 2 DdleZitd data v historii 14-3-3 proteinu [11].

2.2 Struktura 14-3-3 proteinl

Vsechny 14-3-3 proteiny jsou stdlé homo- a heterodimerni molekuly
s charakteristickym tvarem a velikosti. Kazda monomerni jednotka je slozena z deviti
antiparalelnich a-helix(i (zde znaceno H1-H9 mozZné je i znadeni aA-al), které se formuji
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do tvaru pismene L a jsou propojeny rtizné dlouhymi ohyby. Vnitfni ¢ast L-struktury je
tvorena ctyfmi a-helixy (H3, H5, H7 a H9), které tvori tzv. amfipaticky Zlabek (Obr. 2).
Tento Zlabek formuje vazebné misto, do kterého se vazi fosforylované ligandy. Primarni
struktura 14-3-3 proteini je vysoce konzervovana se zcela konzervovanymi
aminokyselinovymi zbytky tvoficimi amfipaticky Zlabek. Riznorodost jednotlivych
isoforem 14-3-3 proteinii tedy spolivd zejména v odlisSné déice a sekvenci C-
terminalniho segmentu. Nekonzervované aminokyseliny se nachdazi i na N-terminalnim
konci, na povrchu a v ohybech mezi a-helixy. Ctyfi N-termindini a-helixy (H1, H2, H3 a
H4) se podili na dimerizaci proteinu. Helixy H1 a H2 jedné monomerni jednotky
interaguji s helixy H3’a H4" druhé monomerni jednotky (Obr. 2). Spojenim dvou
monomernich jednotek vznika hluboka centrélni dutina (35 A x 35 A iroka a 20 A
hluboka, popsano u 14-3-3t a 14-3-37), kterd je tvofena dvéma vazebnymi misty. Obé
jednotky jsou spojeny hydrofobnimi a elektrostatickymi interakcemi [6, 50].

Nékteré isoformy jsou tvofeny stejnymi monomernimi jednotkami — vznikd
homodimerni molekula (lidsky 14-3-3c, 14-3-3y), jiné isoformy tvofi heterodimerni
molekuly (lidsky 14-3-3¢, kvasni¢né isoformy BMH1 a BMH2) [50].

Obr. 2: Reprezentace krystalové struktury dimeru 14-3-3 proteinu.

Vlevo: Bocni pohled na cervenou a zelenou monomerni jednotku tvofici dimer 14-3-3 proteinu;
H1-H9 (resp. H1°-H9°) je oznaceni pro a-helixy; helixy H3, H5, H7, H9 (resp. H3', H5', H7', H9’)
tvofi vazebné misto pro ligand; na dimerizaci proteinu se podili helixy H1 a H2 dervené
monomerni jednotky a H3" a H4’ helixy zelené monomerni jednotky.

Vpravo: Pohled shora na ¢ervenou a zelenou monomernf jednotku tvoricf dimer 14-3-3 proteinu;
z tohoto pohledu je lépe pozorovatelnd dimerizace proteinu; pfevzato z [51).

2.2.1 Vazebny zlabek

Vazebny Zlabek je tvofen ¢tyfmi a-helixy — H3, H5, H7 a H9 (Obr. 2). Helixy H3 a H5
obsahuji pfedevsim polarni aminokyseliny, helixy H7 a H9 obsahuji zejména hydrofobni
aminokyseliny. Uvniti vazebného Zlabku kazdé monomerni jednotky se nachazi tfi
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vysoce konzervované pozitivné nabité aminokyselinové zbytky Lys*’, Arg*® a Arg'?,

které interaguji s pSer/pThr vazebného partnera 14-3-3 proteinu. Celkovy
elektrostaticky potencial 14-3-3 protein( je negativni [S0].

2.2.1.1 Vazebné motivy 14-3-3 proteinl

14-3-3 proteiny interaguji s fosforylovanymi ligandy, které ve své konsensus
sekvenci obsahuji fosforylovany serin nebo treonin (14-3-3 proteiny byly prvni skupinou
proteint, u kterych byla objevena tato interakce sligandy skrze pfesné definovany
fosforylovany vazebny motiv [52]). Byli oviem nalezeni i nefosforylovani vazebni
partnefi. Vazebné motivy, kterymi se vaii ligandy s 14-3-3 proteiny, jsou rozdéleny do
¢tyr zakladnich typu.

Vazebny motiv I. je urlen konsensus sekvenci RSX(pS/pT)XP, kde R znadci
aminokyselinu arginin, S znac¢i aminokyselinu serin, X zna¢i libovolnou aminokyselinu,
pS/pT znadi fosforylovany serin/threonin a P znai aminokyselinu prolin.

Vazebny motiv Il. je uréen konsensus sekvenci RX(Y/F)X(pS/pT)XP, kde R znaci
aminokyselinu arginin, X znaci libovolnou aminokyselinu, Y znaéi aminokyselinu tyrosin,
F znadi aminokyselinu fenylalanin, pS/pT znaéi fosforylovany serin/threonin a P znaci
aminokyselinu prolin.

Konsensus sekvence vazebného motivu IIl. neobsahuje aminokyselinu prolin,
existuje ale ndpadnd podobnost mezi témito vazebnymi partnery 14-3-3 proteini:
AANAT (-RRNpSDR-COOH), rostlinnou H*-ATPasou (-QQYpTV-COOH) a Iba podjednotkou
glykoproteinu |b-IX-V (-RYSGHSL-COOH). V zavorkach jsou uvedeny vazebné motivy,
z nichZ je patrné, Ze viechny jsou C-termindini sekvence. Termindlni COOH funkéné
nahrazuje smycku, kterou jinak poskytuje prolin ke zvySeni vazebnych schopnosti (viz.
Obr. 3). Vazebné sekvence AANAT a H'-ATPasy obsahuji pS nebo pT, mohou tedy
zprostiedkovat vazbu zavislou na fosforylaci. Vazebny motiv Ill. je uréen konsensus
sekvenci pS/pT(X1.2)-COOH, kde pS/pT znaéi fosforylovany serin nebo threonin a X znad&i
libovolnou aminokyselinu [45, 53].

Vazebny motiv IV. je pfikladem na fosforylaci nezavislé interakce mezi 14-3-3
proteinem a exoenzymem S (ExoS, cytotoxin s ADP-ribosyltransferasovou aktivitou
z Pseudomonas aeruginosa). Tento kontakt je zprostfedkovan prevdiné hydrofobnimi
interakcemi (na rozdil od motiva I.-lll.,, které jsou zprostfedkované zejména
elektrostatickymi interakcemi), které jsou nutné pro funkci ExoS. Do této skupiny patfi i
lidska telomerasa (hTERT), enteropatogenicky Tir protein (z Escherischia coli), amyloidni
B-protein prekurzor a ExoS cytotoxin. Vazebna doména ExoS (“*LDS/ALDL?®) muze
nahrazovat fosforylované aminokyseliny. Leuciny na pozicich 422, 423, 426 a 428 ExoS
jsou nezbytné pro vazbu se 14-3-3 proteiny a interaguji s hydrofobnim povrchem
amfipatického Zlabku 14-3-3 proteint. Kromé hlavnich hydrofobnich interakci se podili



na vazb& 14-3-3/ExoS i elektrostatické interakce (zprostfedkované pomoci His*'8, Asp*?*,
Asp*?’ ExoS) [54].

Uméle nasyntetizovany peptid R18 (PHCVPRDLSWLDLEANMCLP) neni zarazovan
k Zddnému ze EtyF vySe uvedenych vazebnych motivii. Vaze se do vazebného Zlabku 14-
3-3 proteinti pfes WLDLE konsensus sekvenci [38].

A) Internal Motif B) C-terminal Motif
(mode | or mode Il) (mode IIl)

Obr.3

A) Konsensus sekvence vazebného motivu I. a Il. obsahuje aminokyselinu prolin, kterd zpisobi
ohyb vazebného partnera ven z vazebného Zldbku 14-3-3 proteinu C-koncovou &dsti.

B) Konsensus sekvence vazebného motivu Ill. neobsahuje aminokyselinu prolin, ale -COOH
skupinu, kterd se nachdzi uvnitf vazebného Zldbku 14-3-3 proteinu; prevzato z [55].

2.2.2 C-terminalni konec 14-3-3 proteinu

Dva kvasni¢né (Saccharomyces cerevisiae) 14-3-3 proteiny kédované geny BMH1 a
BMH2 jsou z vice nez 60 % identické k lidské & isoformé, resp. BMH1 je z 91 % identicky
a BMH2 je z 97 % identicky k € isoformé v pofadi prvnich 250 aminokyselinovych zbytkd.
Proto pravdépodobné spocivad specificka funkce jednotlivych isoforem v odlisném C-
terminalnim konci [12].

C-terminalni konec u savéich isoforem 14-3-3 proteinu — FRET méfeni mezi Trp®*,
ktery je umistény na konci C-terminalniho segmentu a dansylovou skupinou pfipojenou
k Cys® nebo Cys'® ukazalo, fe v nepfitomnosti ligandu C-termindlni konec obsazuje
vazebné misto 14-3-3 proteinu pro ligand. C-termindini segment vétSinou obsahuje
negativné nabité aminokyseliny, které mohou napodobit fosfat vazebného partnera,
tedy C-terminalni segment muzZe pusobit jako autoinhibitor potladujici nespecifické
interakce 14-3-3 proteinu [53].

C-termindlni konec kvasni¢nych isoforem BMH1 a BMH2 je ve srovnani s lidskymi a
rostlinnymi isoformami vyznamné delSi a obsahuje tzv. polyglutaminovou (polyQ)
sekvenci (viz. Obr. 4).
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1433z --MDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVVSSIEQKT---EG 71
BMH1 MSTSREDSVYLAKLAEQAERYEEMVENMKTVASSGQELSVEERNLLSVAYKNVIGARRASWRIVSSIEQKEESKEK 76
BMH2 MSQTREDSVYLAKLAEQAERYEEMVENMKAVASSGQELSVEERNLLSVAYKNVIGARRASWRIVSSIEQKEESKEK 76

1433z AEKKQOMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQAESKVFYLKMKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQ 147
BMH1 SEHQVELICSYRSKIETELTKISDDILSVLDSHLIPSATTGESKVFYYKMKGDYHRYLAEFSSGDAREKATNASLE 152
BMH2 SEHQVELIRSYRSKIETELTKISDDILSVLDSHLIPSATTGESKVFYYKMKGDYHRYLAEFSSGDAREKATNSSLE 152

1433z AYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEATAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 223
BMH1 AYKTASEIATTELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEIQONSPDKACHLAKQAFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 228
BMH2 AYKTASEIATTELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEIQNSPDKACHLAKQAFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 228

1433z
BMH1
BMH2

Obr. 4 Sekvencni porovndni kvasni¢nych isoforem BMH1 a BMH2 proteind s lidskou isoformou
14-3-37. Cervené jsou oznacleny C-koncové Cdsti, kdy Edsti BMH1 a BMH2 proteinii jsou
vyznamné delsi neZ 14-3-3]. Tuné je oznacen polyQ segment BMH2 proteini obsahujici 17
aminokyselin glutamind, zelené jsou oznaceny aminokyseliny, které jsem pozdéji mutovala
pomoci cilené mutageneze.

C-terminalni segment kvasninych isoforem je pravdépodobné duleZity v regulaci
vezikularniho transportu. Odstranéni C-termindlniho segmentu rusi schopnost 14-3-3
proteinu potlacit projev letalni mutace chcl [12]. CHC1 (z angl. clathrin heavy-chain gen)
je gen pro protein klatrin, ktery ma funkci plasté v procesu zvaném receptorové
zprostfedkovana endocytdza [56].

2.3 Funkce 14-3-3 proteint

Interakce 14-3-3 proteini se svymi vazebnymi partnery se mizZe ve své podstaté lisit:

i) 14-3-3 protein interaguje se svym vazebnym partnerem, zméni jeho konformaci
a tim ovlivni jeho funkci. To miZe mit za nasledek snizeni nebo zvy3eni jeho
enzymové aktivity (v pfipadé, Ze vazebny partner je enzym).

ii) 14-3-3 protein mlze slouZit jako adaptorovy protein tim, Ze se vyskytuje
v dimerni formé. Pfitomnost dvou vazebnych mist mize zprostredkovat kontakt
dvou riznych molekul (uvadi se, Ze mohou tvofit tzv. proteinové leseni).

iii) 14-3-3 protein muzZe fungovat jako tzv. kotva, ktera reguluje pohyb a umisténi
vazebného partnera v burice [12, 57].

iv) Komplex 14-3-3 proteinu sjeho vazebnym partnerem je méné citlivy

k proteasam a fosfatasam, muZe tedy zabrdnit defosforylaci a degradaci
vazebného partnera [57].
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2.4 Isoformy 14-3-3 proteint

14-3-3 proteiny byly nalezeny ve viech eukaryotickych burikach. V lidskych burikach
bylo identifikovano sedm isoforem 14-3-3 proteinu — B, y, €, n, 6, T a { a viechny
isoformy jsou si strukturné velmi podobné (viz. Obr. 5). Pét z téchto isoforem (B, y, €, n
a {) bylo nalezeno v mozkové tkani a tvofi témér 1 % ze viech rozpustnych protein(
v mozku. Téchto pét isoforem muZe nést oznacCeni a-n podle poradi, vjakém byly
eluovany na HPLC, ale isoformy a a & jsou fosfoformy B a { [7].

Obr. 5 Stuzkové reprezentace krystalovych struktur sedmi lidskych isoforem 14-3-3 proteind.
Na obrdzku je znatelnd vysokd podobnost vsech lidskych isoforem (u kaZdé isoformy je vidét
navdzany vazebny parter); u isoformy t je vidét tzv. His-Tag (histidinovd kotva) pfevzato z [50].

V rostlinnych burikdch bylo nalezeno patnact isoforem 14-3-3 protein [57]. Hlavni
funkci rostlinnych 14-3-3 protein( je regulace metabolismu uhliku a dusiku.

V kvasinkach byly nalezeny dvé isoformy 14-3-3 proteint. U kvasinky Saccharomyces
cerevisiae nesou 14-3-3 proteiny oznaceni Bmhlp a Bmh2p (geny BMH1 a BMH2) u
kvasinky Schizosaccharomyces pombe Rad24p a Rad25p (geny rad24, rad25) [12].

2.5 Vazebni partneri 14-3-3 proteinu

Zatim je znamo pres 300 vazebnych partnert 14-3-3 proteint, které zahrnuji napf.
kinasy, proteiny Ucastnici se regulace buné¢ného cyklu, apoptozy, transkripéni faktory,
cytoskeletalni proteiny aj. Nékteré pfiklady vazby 14-3-3 proteintl jsou uvedeny niZe
(viz. Obr. 6).

Jednim zligandi 14-3-3 proteinl je protein p53. Tento protein zastava klicovou
funkci v procesu vzniku rakoviny. Jeho mutovana forma byla nalezena ve vice neZ 50 %
lidskych nador( a je spojena s pfechodem nadoru z benigni do maligni formy. Protein
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p53 se vaze na DNA a aktivuje prepis prislusnych gend. V pfipadé bunécného stresu a
poskozeni DNA je p53 aktivovan, spusti dalSi obranné mechanismy, které zastavi
bunéény cyklus a tim poskytuje ¢as pro opravu DNA. Je zndmo, Ze jednotlivé isoformy
14-3-3 protein( v interakci s p53 proteinem ovliviiuji pozitivné jeho funkci. Protein p53
maze byt fosforylovan na dvou mistech — Ser’’® 378 Fosforylace mista Ser’’®
maskuje vazebné misto pro 14-3-3 protein na Ser’’®. V piipadé bun&&ného stresu je
Ser’’® defosforylovan a muse tedy dojit k navazani 14-3-3 proteinu. Protein p53
v komplexu s 14-3-3 proteinem ma vétsi afinitu k DNA a tim i vétsi transkripcni aktivitu.
Cilem téchto déjl je zamezeni prfenosu poskozené DNA na dalsi buriky [4, 57, 58].

Dalsim vazebnym partnerem 14-3-3 proteinu je tuberin. Tuberin je protein s relativni
molekulovou hmotnosti 200 000 a je kédovan TSC2 (z angl. Tuberous Sclerosis Complex)
tumor supresorovym genem. Mutace v TSC2 popf. v TSC1 (kéduje protein hamartin)
vede konemocnéni zvané tuberdzni skleréza, ktera je charakterizovand vznikem
hamartomat (utvary podobné nadoriim), které postihuji nejcastéji mozek, srdce, ledviny
a kaZi. Komplex TSC1/TSC2 inhibuje bunéény rist. 14-3-3 proteiny interaguji s timto
komplexem prostrednictvi TSC2 a inhibuji jeho funkci [57, 59, 60].

FOXO (z angl. Forkhead box O) transkripéni faktory jsou duleZité faktory pfi
procesech kontroly bunééného cyklu, metabolismu, diferenciaci, bunééného stresu a
apoptoze. Specificky se vazi DNA sekvenci T(G/A)TTTTG, ktera je znama jako “insulin
response element (IRE)“. Aktivita FOXO transkrip¢nich faktorl je regulovana fosforylaci
proteinkinasou B (PKB). Po fosforylaci dochazi k navazani 14-3-3 proteinu za vzniku
komplexu FOXO/14-3-3, ktery se transportuje zjadra buriky do cytoplasmy. 14-3-3
proteiny tedy negativné reguluji funkci FOXO faktor(, protoZe transportem z jadra do
cytoplasmy dochazi k inhibici jejich funkce [61].

a Ser

pS3 FOXO  p21/p27  TSQ2
y v ' ¢

| potiatenitvorbyndoru J

Obr. 6 Priklady vazebnych partneri 14-3-3 proteind.
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3. Cile diplomové prace

1. Exprese a purifikace proteind BMH2 WT, BMH2 W243, BMH2 W264 a BMH2 AC
v bakterialnim expresnim systému.

2. Studium vazebné afinity vySe uvedenych proteind.

3. Studium konformace C-konce BMH2 proteini pomoci ¢asové rozlisené
fluorescencni spektroskopie.

4. Studium oligomerniho stavu BMH2 protein pomoci dynamického rozptylu svétla
a fluorescen¢ni spektroskopie.
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4. Pouzity material

4.1 Chemikalie

-] (0 1Y TSP RPP PPN Roth (Karlsruhe, SRN)
AKIYIAMId ... Roth (Karlsruhe, SRN)
AMPICHIN oo Biotika (Slovenska L'upca, Slovenska republika)
boritd kyselina.........cccoeviiieiiiiiiieienieeee e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
Coomassie Brilliant Blue R-250...........ccoeeciurrreerieeerneeeeeeeeeeeecnnnneens Roth (Karlsruhe, SRN)
dihydrogenfosfore¢nan draselny............cccu..e... Lachema (Neratovice, Ceska republika)
1,4-dithiothreitol (DTT) ..eeeeeiecceeeeeecreececree e eeeree e eennreeesesaaees Roth (Karlsruhe, SRN)
dodecylsulfat SOdNY (SDS) .......ccccvviriivirrirciinecrertetee e seseesaens Roth (Karisruhe, SRN)
Dpnl (restrikéni @nzym) ......cccooceevreveevenenciicreeeeeenne. New England Biolabs (Ipswitch, USA)
€thanol ... Lachema (Neratovice, Ceska republika)
ethidium bromid............coooiiieeeee e Sigma (St. Louis, USA)
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) .......cccocevvvervirvenvenveennen. Roth (Karlsruhe, SRN)
BIVCEION ...ttt sss s nsensas Penta (Chrudim, Cesk4 republika)
heptahydrat siranu nikelnatého..........ccccooviriiicrennnne. Penta (Chrudim, Ceska republika)
hydroxid sodny .........cccceevieviriecceiienieeeer e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
chlorid draselny .........ccoceviieervinnriireneccee e, Lachema (Neratovice, Ceska republika)
ChIOTI SOANY ...oovvveevcece e Penta (Chrudim, Ceska republika)
chlorovodikova kyselina............ccccceevvevenercrenernnnne. Lachema (Neratovice, Ceska republika)
(100100 F- .21 SO USRS Roth (Karlsruhe, SRN)
ISOProOPaNOl......cccveriieieiectecterteee et Lachema (Neratovice, Ceska republika)
isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) .........cccoceerevevrvniinercceeneeeennes Roth (Karlsruhe, SRN)
LB Agar (LUria/MIller) ........ooeoereeeeeeceereerereteeee e sse et s e nesennens Roth (Karlsruhe, SRN)
LB Medium (Luria/Miller) ..ottt Roth (Karlsruhe, SRN)
IYSOZYM. .ttt sttt sa e ste b banrans Serva (Heidelberg, SRN)
B-merkaptoethanol............cccuoioieiiiiccccrcr e Roth (Karlsruhe, SRN)
Methanol..........coeeerirrir e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
octovad kyselina........cccoeeveveceniinienenienieeeeeee e Lachema (Neratovice, Ceska republika)
oligonukleotidy...........cccoceeviiiiiiiiiiiiiieceece e VBC-Genomics (Viden, Rakousko)
peptidy znacené FITC (Raf-259, pRaf-259) ........ccccecevvverevernennns EZ Biolab (Westfield, USA)
PErsUlfat AMONNY ........cooiiiieececeeee et ss s saenns Roth (Karlsruhe, SRN)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) ........cccccccovevurrrevenene Roth (Karlsruhe, SRN)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) ........ccccoereveneninrneecennenne. Roth (Karlsruhe, SRN)

4.2 Material

dialyzaéni membrana, typ 27/32, cut off 14000 .............ccovvveveerennee Roth (Karlsruhe, SRN)
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E. COli BL21 (DE3) ..ottt cre et e srnsane Stratagene (La Jolla, USA)

E. COlE TOPLO ...ttt sttt e e e aenas Stratagene (La Jolla, USA)
filtry 45 um Rotilabo-Spritzenfilter (PVDF) .........ccooeveveeceecinveenene Roth (Karlsruhe, SRN)
Chelating Sepharose Fast Flow......................... Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
JetQuick Plasmid Miniprep Spn Kit .........c..ccccevievnerineneniceceeenes Genomed (L6hne, SRN)
KONCENLIrALOr CENEIICON ...cccveveeereeeececeecteeeecreete et ereeraeesesaeennen Millipore (USA)
KFemMENNE@ KYVELY........ccoeiiieieieieeeeeeeretete et saesens Agilent (Santa Clara, USA)
MonoQ Sepharose Fast Flow............ccccccu...... Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
Precisions Plus Protein Standards, Dual Color ...............ccoecuennenen. Bio-Rad (Hercules, USA)
Superdex 75 prep grade.........c.ccocceveeerinennnnnens Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
thrombin lIdSKY.........cccoiiiiiiccee et aes Sigma-Aldrich (USA)
vektor PET-15b .........coiiiiininenenesecceeee e Novagen, Merck (Darmstadt, SRN)

4.3 Pristroje

Analytické vahy R160V..........c.ccoevereeeeeeericreeeeeeeneereeeesesenenes Sartorius (Goettingen, SRN)
Centrifuga 5415D (rotor F45-24-11) ..........ccceevvreeeeeeeeirrennens Eppendorf (Hamburg, SRN)
Centrifuga 5804R (rotor A-4-44) ............eeevcecreceereerreeeeennns Eppendorf (Hamburg, SRN)
Centrifuga Biofuge 28 RS (rotor 3746) ...........ccccccevvreenenne. Heraeus Sepatech (Hanau, SRN)
Centrifuga K80 (rotor S6/6,6) ..........cccceuereeeererereesieeesesesesesesesessesenes MLW (Leipzig, SRN)
Horizontalni agarosova elektroforéza ............................. Omni-bio (Brno, Ceskd republika)
HPLC AKTA ...ttt rene e Amersham Biosciences (Uppsala, Svédsko)
HUMINALOr UVT 14-M ..ottt reveesnessseesseesseessneenne Herolab (Wiesloch, SRN)
INKUDATON ...ttt sa et ae e aes Melag (Berlin, SRN)
Magneticka michacka Variomag Maxi, Komet.............. Thermo Scientific (Waltham, USA)
MasterCycler Personal...........ccoceveverenierereennneneseseseesssesessennas Eppendorf (Hamburg, SRN)
Peristaltickd pumpa........cccceceeeiniiieniceceeeceee e Ismatec (Glattbrugg, Svycarsko)
PH metrJenWay 3505.........c et see e svesseeaesnas Felsted (Velka Britanie)
Sonikator 3 000 MiSONIX .......ccceevrrrerereresreseeserreeressessessanes Cole-Parmer (Vernon Hills, USA)
Spektrofluorimetr Photon Counting Spectrofluorimeter PC1 .......... ISS (Champaign, USA)
Spektrofotometr Agilent 8453 .............ccoeeeeveeceeeeeeeee e Agilent (Santa Clara, USA)
SpectroScatter 201 (Pro DLS) .......cceceeeeieeeeeeecee ettt eeee e eeas RiNA (Berlin, SRN)
Tiepacka Orbital Incubator............................. Gallenkamp (Loughborough, Velka Britanie)
Trepacka HT Multitron...........cccoceeiiicinenenecceeee e Infors (Bottmingen, Svycarsko)
Vertikalni polyakrylamidova elektroforéza .............ccccocvvvrernnnene. Bio-Rad (Hercules, USA)
VOANI LAZEM ...t Memmert (Schwabach, SRN)
VOREEX ZX3 ......eeeeeeeeteereeteteretesteretessesaeseeseesessessessessesseseesesens Velp Scientifica (Milan, Italie)
Zdroj pro horizontalni elektroforézu ..............ccccveeuennnee. Omni-bio (Brno, Ceska republika)
Zdroj pro vertikaini elektroforézu Consort EV243 ...............ccoceeeveenene Sigma-Aldrich (USA)
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5. Metody

5.1 Pouzivané vektory

Pro praci byl pouZit expresni vektor pET-15b od firmy Novagen. Tento vektor
obsahuje tzv. histidinovou kotvu (His-Tag) tzn. Sest po sobé jdoucich histidind. Po
expresi tedy vznikal fuzni protein s histidinovou kotvou na N-konci odstépitelnou
thrombinem. Mezi mista pro restrikéni endonukleasy BamH | a Nde | byla zaklonovana
cDNA pro BMH2 WT. Zaklonovani cDNA bylo provedeno dfive v laboratofi Doc. RNDr.
Tomase Obéila, Ph.D.

5.2 Cilena mutageneze BMH2

Cilena mutageneze provedena pomoci PCR je metoda, ktera umozZiuje ziskat mutace
na vyiadovaném genu v piesné definovaném misté. Pfi mutagenezi se vyuZivaji
komplementarni oligonukleotidy (délky okolo 20 nukleotid(), které pfiblizné uprostred
obsahuji Zadanou mutaci. Kromé stfedni c¢asti musi byt komplementarita
oligonukleotidi s plivodni DNA maximalni. Mym cilem byly mutace 1237Stop, E243W a
A264W v genu BMH2.

PCR (z angl. Polymerase chain reaction, polymerasovd fetézova reakce) je
amplifikacni metoda, ktera umoZriuje mnohonasobné namnoiit dany usek DNA, coi
usnadriuje jeji dalSi analyzu. PCR byla vynalezena v roce 1983 K. B. Mullisem.

Reakéni smés (viz. Tab. 3) byla vloZzena do termocykliatoru, na kterém byl nastaven
cyklus, ktery popisuje Tab. 4.

10x Pfu ultra pufr Sul
templatova DNA 1pl
dNTP mix 2,5ul
1. primer 2ul

2. primer 2 ul
sterilni voda 36,5 ul

polymerasa Pfuultra 1 pl

Tab. 3 SloZeni reakéni smési v mikrozkumavce pro provedeni bodové mutageneze pomoci
PCR.
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95°C 1 min

—— 95°C 30s <+—

49,1°C 1 min 20x opakovano
— 68°C 12 min

68°C 12 min

4°C neomezené dlouho

Tab. 4 Podminky nastaveni programu na termocykldtoru.

Dvouvlaknova DNA je pfi 95 ° C po dobu 30 s denaturovanad na dvé jednovldknové
templatové molekuly DNA. Oligonukleotidové primery, které hybridizuji pfi teploté 49,1
® C po dobu 1 min na obou stranach cilové DNA, fidi syntézu novych vldken. Jejich
syntézu katalyzuje termostabilni DNA polymerasa od 5° konce k 3° konci vZdy zacinajici
od primera.

5.3 Odstranéni templatové DNA

Pro odstranéni templatové DNA byl pouiit restrikéni enzym Dpn |, ktery specificky
Stépi methylovanou DNA. .

K reakéni smési po PCR bylo pfidano 1,5 pl enzymu Dpn I. Tato smés byla inkubovana
90 minut pfi teploté 37 ° C. Po inkubaci byl vzorek zmraZen na -20 ° C.

5.4 Kontrola vysledku PCR reakce pomoci TBE agarosové
elektroforézy

Pro kontrolu cistoty DNA wvzniklé PCR reakci byla provedena TBE agarosova
elektroforéza. K tomu byl pfipraven 0,9 % agarosovy gel smichanim agarosy a TBE pufru
(viz. Tab. 5). Smés byla zahfivana k varu v barice v mikrovinné troubé a po mirném
vychladnuti byla nalita do stojanu pro elektroforézu a vioien hrfeben pro vytvoifeni
jamek. Po vychladnuti gelu byl vioZen stojan s gelem do elektroforetické vany, prelit TBE
pufrem a odstranén hrfeben. Poté byly napipetovany vzorky roztoku DNA (k 15 pul smési
po PCR reakci bylo pfidano 10 pl vody a 4 pl vzorkového pufru) a standard velikosti DNA
do vytvorfenych jamek. Piistroj byl pripojen ke zdroji stejnosmérného elektrického
napéti (75 V) a elektroforéza probihala 120 minut. Poté byl gel inkubovan s roztokem
ethidiumbromidu, ktery interkaluje mezi jednotlivé baze DNA a umoziuje vizualizaci
v UV svétle.
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10x TBE pufr, 11
Tris 107,8 g

EDTA 744¢g
kyselina boritda 55g

H,0 dolitdo 11
Tab. 5 SloZeni TBE pufru pro agarosovou elektroforézu.

5.5 Transformace plazmidu do bunék

Po ukonéeni inkubace smési s enzymem Dpn | byla provedena transformace DNA do
bunék Escherichia coli kmene TOP10 metodou tzv. teplotniho Soku. Zmrazena smés
bunék TOP10 (45 pl) byla opatrné rozehtivdna na ledu a k ni bylo pfidano 3 pl smési po
PCR s odstranénou templatovou DNA. Tato smés byla inkubovana 20 minut na ledu (0 °
C). Poté byla zvySena teplota mikrozkumavky obsahujici smés bunék TOP10 a DNA ve
vodni lazni na 42 ° C po dobu 45 s. Nasledovala inkubace mikrozkumavky se smési 2
minuty na ledu (0 ° C). Poté bylo pfidano 450 ul tekutého LB média (viz. Tab. 6)
temperovaného na 37 ° C. Vysledna smés byla inkubovana 1 h pfi 37 ° C na trepacce pri
200 rpm.

Po této inkubaci byla suspenze bakterii prelita na Petriho misky s pevnym LB
médiem (viz. Tab. 6) temperovaného na 37 ° C obsahujici ampicilin o findlni koncentraci
100 ug/ml. Roztok bakterii byl sterilné rozetien po celé plose Petriho misky. Nasledné
byla miska s bakteriemi inkubovana v inkubatoru pfi 37 ° C po dobu 15 hodin.

sloZeni tekutého LB média, 1| sloZeni pevného LB média, 0,51
trypton 10g trypton 5g
kvasni¢ny extrakt 5g kvasni¢ny extrakt 2,5g
NaCl 10g NacCl 5g
H,0 dopinitdo 11 | agar 10g
H,0 doplnit do 500 ml

Tab. 6 SloZeni tekutého a pevného LB média.

5.6 lzolace plazmidové DNA

Izolace plazmidové DNA byla provedena pomoci sady od firmy Qiagen. Nejprve byla
pfipravena bakteridlni kultura vidy z jedné kolonie, ktera vyrostla na agarosovych
miskach s ampicilinem. Jednotlivé kolonie byly pfeneseny platinovym dratkem s ockem
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do zkumavek s5 ml tekutého LB média, do kterého bylo pfidano 5 ul ampicilinu.
Zkumavky s LB médiem byly pfedem vysterilizovany, platinovy dratek pro prenos kolonii
a bhrdlo zkumavky bylo sterilizovano v plameni. Takto pfipravené zkumavky
s pfenesenymi koloniemi byly inkubovany na tfepacce pti 37° C, 200 rpm po dobu 15
hodin.

Dalsim krokem byla izolace plazmidové DNA. Sada od firmy Qiagen obsahuje
podrobny navod a vSechny pomiicky (roztoky G1-G4, GX, TE a mikrozkumavky) pro
provedeni izolace.

Koneénou fazi tohoto procesu bylo ziskani Cisté plazmidové DNA, jejiz ¢ast byla
zaslana na sekvenaci.

5.7 Exprese BMH2 proteinQ

Po ovéreni vysledku ze sekvenace byla provedena transformace plazmidové DNA do
bunék BL21 (DE3) metodou teplotniho Soku podle kap. 5.5. Vysledkem byla Petriho
miska s narostlymi bakterialnimi koloniemi. Do 5 ml tekutého LB média temperovaného
na 37° C bylo pfidano 5 pl ampicilinu a sterilné prfeneseny bakterialni kolonie. Tato smés
byla inkubovana 15 hodin pfi teploté 37° C a 200 rpm.

Po inkubaci byla smés bakterii prenesena do 1 | tekutého LB média obsahujici
ampicilin (o findlni koncentraci 100 pg/ml) temperovaného na 37° C za konstantniho
tfepani pfi 200 rpm. Pravidelné byla kontrolovdna absorbance pfi vinové déice 600 nm
vzhledem k Cistému LB médiu.

Jakmile absorbance dosdhla hodnoty 0,8, byla indukovana exprese tim, Ze bylo
pfidano ke kultufe 2,5 ml 0,2 mol.dm™ roztoku IPTG viz. Obr. 7. Exprese probihala po
dobu 12-ti hodin.

[ represor ATG
S . 1 4 3
1 1
promotor
induktor IPTG .- RNA-polymerasa
I ATG

Obr. 7 Zahdjeni exprese induktorem IPTG.
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5.8 Glycerolovy roztok transformovanych bakterii

Glycerolovy roztok transformovanych bakterii byl pfipraven ze smési 5 ml tekutého
LB média temperovaného na 37 ° C s 5 ul ampicilinu a sterilné prenesenych bakterii.
Tato smés byla inkubovana 15 hodin pti 37 ° C za konstantniho tfepani 200 rpm. Poté
byla smés promichana a bylo napipetovano 700 pl kultury do sterilni mikrozkumavky
s 300 pl sterilniho glycerolu. Tato smés byla opét promichana a zamrazena na -80 ° C.

5.9 Purifikace BMH2 proteinu

Po expresi nasledovala centrifugace bunék pfi teploté 4° C, 3400 rpm po dobu 30
minut. Peleta bunék, kterd byla ziskdna z exprese a centrifugace byla resuspendovana
ve 40 ml resuspendacniho pufru (sloZeni viz. Tab. 7) a zamrazena na -20° C.

resuspendaéni pufr 1x PBS pufr

1x PBS 138.10° mol.dm™ NaCl

1 mol.dm™ NaCl 3.10° mol.dm™Kcl
2.10” mol.dm* imidazol 8.10° mol.dm™ NazHPO4
4.10° mol.dm™ B-merkaptoethanol 2.10° mol.dm™ KH2PO4

Tab. 7 SloZeni resuspendacniho a 1x PBS pufru.

5.9.1 Sonikace bunek

K rozmrzlé suspenzi bunék byl pfidan lysozym (findlni koncentrace 100 pg/ml), ktery
Stépi polysacharidy v bunécné sténé, aby byla pfistupnéjsi pro sonikaci. Suspenze bunék
s lysozymem byla michdana 30 minut pfi teploté 4° C. Poté byly buriky sonikovany na
pristroji Sonicator3000 Misonix (Cole-Parmer, USA) pfi nastaveni programu 6 (Tab. 8). S
burikami bylo manipulovano na ledu. Po sonikaci byly buriky centrifugovany 45 minut,
13500 rpm pfi 4° C. Pro afinitni chromatografii byl pouZit supernatant, ktery se da
skladovat pfi -80° C.
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podminky nastaveni programu 6

pulzy 10s
pauza 20s
vykon 57 W
pulzni doba 20 min

Tab. 8 Podminky nastaveni programu 6 pfi sonikaci.

5.9.2 Chelatacni afinitni chromatografie

Chelatacni afinitni chromatografie (IMAC, zangl. Immobilized Metal Affinity
Chromatography) je zaloiena na interakci iont prechodnych kova s ligandy. Jako
stacionarni faze byla pouZita chelatujici sepharosa (iminodiacetat-sepharosa)
s navazanymi Ni** ionty. Tento material velmi dobfe vaZe exprimované fizni proteiny
obsahujici na svém N-konci tzv. histidinovou kotvu (Sest histidind za sebou, angl.
His-Tag), ktera umozfiuje vazbu na imobilizované Ni** kationty. Samotna interakce mezi
kovem a proteinem je zplsobena vznikem koordinaéni vazby mezi akceptorem
elektroni — kovem a donorem elektronli — aminokyselinovym zbytkem s vysokou
elektronovou hustotou (His) orientovaném na povrchu proteinu.

Nejprve byla kolona naplnéna chelatujici sepharosou (Amersham Biosciences,
Svédsko) pfipojena na peristaltickou pumpu a promyta pfi rychlosti pritoku 3 ml/min:

e 3 CVH;,0 (zkr. CV, z angl. Column Volume, objem kolony, 3 ml)

e 3 CV regeneracniho (tzv. Stripp, pro regeneraci kolony, sloZeni regeneracniho
roztoku viz. Tab. 9) roztoku

e A4CVH;O

e 10 CV 0,1 mol.dm™ NiSO, (pro aktivaci kolony, resp. pro navizéni Ni** na
iminodiacetat)

e 6CVH;0

e 4 CV pufru E (sloZeni pufru E viz. Tab. 10)

e naneseni supernatantu ziskaného po sonikaci a centrifugaci bunék

e 6 CV pufru E (slozeni pufru E viz. Tab. 10)

e 6 CV 10 % pufru F (slozeni pufru F viz. Tab. 10) v pufru E (sloZeni pufru E viz.
Tab. 10)

e eluce 2 CV pufru F (slozeni pufru F viz. Tab. 10)

Vsechny roztoky byly vychlazeny na teplotu 4° C, kolona byla v pribéhu
chromatografie ochlazovana z vnéjsi strany vlhkou buni¢inou. Frakce byly jimany do
pripravenych 1,5 ml mikrozkumavek temperovanych na 0° C.
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K regeneraci kolony bylo pouzito:

3 CV regeneraéniho roztoku (sloZeni regeneracniho roztoku viz. Tab. 9)
4 CVH,0

regeneracni roztok aktivujici roztok
0,5 mol.dm™ NaCl 0,1 mol.dm™ NiSO,

0,1 mol.dm® EDTA
Tab. 9 SloZeni regeneracniho roztoku pro regeneraci kolony a aktivujiciho roztoku.

Pro uskladnéni byla kolona ¢asteéné promyta 4 CV 20 % ethanolu v H;0 a uloZena do
4° C.

pufr E (promyvaci) pufr F (eluéni)
1x PBS 1x PBS
0,5 mol.dm> NacCl 0,5 mol.dm™ NaCl
2.10° mol.dm™ B-merkaptoethanol 2.10° mol.dm™ B-merkaptoethanol
1.10° mol.dm* imidazol 0,6 mol.dm™ imidazol
10 % glycerol

Tab. 10 SloZeni vodiciho pufru E a eluéniho pufru F pro afinitni chromatogradfii.

5.9.3 SDS-PAGE

SDS-PAGE je oznaceni pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu, ktera se provadi
v prostfedi 0,1 % dodecylsulfatu sodného. Proteiny v gelu maji uniformni zadporny naboj
a pro jejich separaci je proto duleZita jen jejich velikost. Tato metoda nds informuje o
Cistoté proteinu ve vzorku.

Polyakrylamidova elektroforéza byla provadéla ve vertikalnim usporadani na pfistroji
Consort EV243 (Sigma-Aldrich, USA) s 12 % separacnimi gely (schopnost separace je 15-
60 tisic, sloZeni gelu viz. Tab. 11). Plocha skla, ktera tvofi deskovy gel o tloustce 1 mm
byla svorkami upevnéna do stojanu. Mezi né byl nalit roztok separa¢niho gelu (slozeni
separacniho gelu viz. Tab. 11), ktery byl ihned pifevrstven isopropanolem pro odstranéni
vzduchovych bublin a pfipadnych nerovnosti. Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl
filtra¢nim papirem odstranén isopropanol a na gel nalit roztok zavadéciho gelu (slozeni
zavadéciho gelu viz. Tab. 11), do kterého byl ihned vsunut hiebinek pro vytvoreni jamek
na vzorky. Po ztuhnuti zavadéciho gelu byl odstranén hrebinek a gel byl vioZzen do
stojanu pro SDS-PAGE a zalit vodicim pufrem (sloZeni vodiciho pufru viz. Tab. 12).
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separacni gel, 12 % zavadéci gel

3ml akrylamid/ 0,5 ml akrylamid/
bis-akrylamid bis-akrylamid

2ml pufr pro separaéni | 1 ml pufr pro zavadéci
gel s 10 % SDS gel s 10 % SDS

2,6ml H,0 2,25 ml H,0

720 ul 10 % persulfat 70 ul 10 % persulfat
amonny amonny

8l TEMED 8ul TEMED

Tab. 11 SloZeni 12 % separacniho a zavddéciho gelu.

Jednotlivé jamky byly pufrem dikladné promyty pro odstranéni zbytka ztuhlého gelu.
Dale bylo pfipraveno 9 mikrozkumavek, do kterych bylo napipetovano 10 pl vzorku
z jednotlivych frakci z chelataéni afinitni chromatografie a ke kaidému vzorku bylo
pfidano 5 ul vzorkového pufru. Vzorkovy pufr obsahuje B-merkaptoethanol, diky jeho
pusobeni dochdzi k rozruseni kvartérni a terciarni struktury. Vzorky se vzorkovym
pufrem byly kratce povafeny (1 min, 100 ° C) a Hamiltonovou injekéni stfikackou byly
naneseny do jamek gelu. Do prvni jamky byl nanesen standard molekulovych hmotnosti.

Vzorky byly separovdny aplikaci stejnosmérného proudu o napéti 200 V. Po
dokonceni elektroforézy byl gel vioZen do barvici lazné (slozeni barvici lazné viz. Tab. 13)
pro vizualizaci separovanych protein na dobu 60 minut. Pro odbarveni byl gel vloZen
do odbarvovaci lazné (sloZzeni odbarvovaci lazné viz. Tab. 13) na dobu 120 minut. SloZzeni
ostatnich roztokl pouZitych pfi SDS elektroforéze viz. Tab. 14 a 15.

10x vodici pufr pro SDS

Tris 30g

glycin 144 g

SDS 10g

H,0 doplnitdo 11

Tab. 12 SloZeni vodiciho pufru.

barvici lazen odbarvovaci lazen

Coomasie Blue R-250 1g methanol 100 ml
methanol 450 ml konc. kyselina octova 100 ml
H,0 450 ml H,0 800 ml
konc. kyselina octova 100 ml

Tab. 13 SloZeni barvici a odbarvovaci ldgzné.
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4x pufr pro separacni gel 4x pufr pro zavadéci gel

75 ml 1,5M Tris-HClo | 50 ml 1 M Tris-HCl o
pH 8,8 pH 6,8

aml 10 % SDS aml 10 % SDS

21 ml H,0 46ml H,0

Tab. 14 SloZeni pufru pro separacni a zavddéci gel.

5x pufr pro pfipravu vzorkd akrylamid/bis-akrylamid

1 mol.dm™ Tris-HCl o pH 6,8 0,6 ml | akrylamid 29,2¢g

50 % glycerol 5mil bis-akrylamid 08¢g

10 % SDS 2ml H,0 dolit do 100 ml
B-merkaptoethanol 0,5ml

1 % bromfenolové modf 1ml

H,0 0,9 ml

Tab. 15 SloZeni pufru pro pfipravu vzorki a akryl/bis-akrylamidu.

5.9.4 Dialyza

Dialyza je déj, pfi kterém jsou od sebe oddéleny latky s rozdilnou velikosti. Prakticky
pak prechdzi latky pres polopropustnou membranu z prostiedi s vy3si koncentraci
téchto latek do prostiedi s nizsi koncentraci.

Dialyza byla provedena pomoci dialyzaéni membrany (pro proteiny, které maji
relativni M,, > 14 000), do které byl napipetovan vzorek proteinu a uzavfen dialyzaénimi
svorkami. Poté byla dialyzaéni membrana se vzorkem vioZena do 1 | dialyza¢niho pufru
temperovaného na 4° C (sloZeni dial. pufru viz. Tab. 16) na dobu 15 hod pfi teploté 4° C

za konstantniho michani.

dialyza¢ni pufr, 11
20.10° mol.dm®  TrispH 7,5

5.103mol.dm®  EDTA

2.10° mol.dm™®  B-merkaptethanol

10% glycerol
Tab. 16 SloZeni dialyzaéniho pufru.
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5.9.5 Thrombinové Stépeni

cDNA pro BMH2 WT byla zaklonovana do vektoru pET-15b, ktery obsahuje tzv.
His-Tag (histidinovou kotvu). Po expresi proteinu vznikal fizni BMH2 WT protein, ktery
na svém N-termindlnim konci nesl histidinovou kotvu, jejiz vazby s nikelnatymi ionty
bylo vyuzito pfi chelataéni afinitni chromatografii.

Pro od$té&peni His-Tagu byl pouZit lidsky trombin (Sigma-Aldrich, USA) v poméru 2 U/
mg proteinu. SloZeni pufru, ve kterém byla provedena dialyza s trombinem viz. Tab. 17.

Dialyza byla provedena pfi 4° C po dobu 24 hodin.

dialyzaéni pufr, 11
20.10% mol.dm®  TrispH 7,5

1.10° mol.dm EDTA
1.10° mol.dm™ DTT
10% glycerol

Tab. 17 SlozZeni dialyzaéniho pufru pro odstépeni histidinové kotvy pomocf thrombinu.

Pro kontrolu odstépeni histidinové kotvy trombinem byla pouZita metoda SDS-PAGE
viz. kap. 5.9.3. Na gel bylo naneseno 10 ul vzorku pfed trombinovym $tépenim a 10 pl
vzorku po trombinovém Stépeni smichaného vidy s 5 pl vzorkového pufru. Jako marker
byl pouzit standard molekulovych hmotnosti Dual Color (Bio-Rad).

5.9.6 Aniontové-vymeénna chromatografie

Aniontové-vyménnd chromatografie byla provedena na koloné s napini MonoQ
Sepharosou (Amersham Biosciences, Svédsko) pfipojené k pFistroji AKTAprime™
(Amersham Biosciences, Svédsko) pro HPLC. Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program
Unicorn 5.01.

Kolona o objemu 1 mi byla proplachovadna vodicim pufrem QE (viz. Tab. 18) do té doby,
nez dosahla vodivost a absorbance pfi vinové délce 280 nm konstantni hodnoty.
Rychlost pritoku byla nastavena na 0,5 mi/min. Po dosaZeni konstantnich hodnot byly
na kolonu naneseny vzorky. Maximalni objem nanaSeci smycky je 2 ml. Mezi
jednotlivymi nanosy byla kolona proplachovana vodicim pufrem. Frakce eluovaly pfi 0 %
- 100 % gradientu elu¢niho pufru (Tab. 18) a byly jimany po 1,5 ml. Tlak v koloné byl
0,42 MPa a viechny pufry a kolona byly vychlazeny na teplotu 4° C. Z jednotlivych frakci
bylo odebrano vidy 10 ul pro SDS-PAGE.
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pufr QE (vodici) pufr QF (eluéni)

50.10"° mol.dm™ Tris-HCI pH 8 50.10° mol.dm™ Tris-HCl pH 8
1.10° mol.dm™ DTT 1.10° mol.dm® DTT
1 mol.dm™ NaCl

Tab. 18 SloZeni vodiciho a elu¢niho pufru pouZivanych pfi aniontové-vyménné chromatografii.

Vybrané frakce z aniontové-vyménné chromatografie byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE, ktera je uvedena v kap. 5.9.3.

5.9.7 Zkoncentrovani proteinu

Pro zkoncentrovani proteinu byly smiseny viechny poZadované frakce, které byly
ziskany eluci pfi aniontové-vyménné chromatografii. Tyto frakce byly prelity do
koncentratoru Centricon YM-10 (Milipore, USA), vloZzeny do centrifugy Centrifuge 5804R
s rotorem A-4-44 a ponechany centrifugovat pfi podminkach 3500 rpm, 4° C a 30 min do
objemu 0,5 ml.

5.9.8 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je metoda, kterd umoziiuje délit molekuly podle
jejich velikosti. Molekuly jsou vymyvany z kolony postupné od nejvétsich k nejmensim.
Tato metoda je vhodna i pro CiSténi (napf. k odstranéni agregovaného proteinu) a k
charakterizaci biomakromolekul.

Gelova permeaitni chromatografie byla provedena na pfistroji HPLC AKTAprime™
(Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona s napini Superdex 75 (Amersham Biosciences,
Svédsko) byla proplachovana vodicim pufrem (viz. Tab. 19) rychlosti pritoku 0,5 ml/min
temperovanym na teplotu 4° C. Po ustdleni kolony byl nanesen vzorek o objemu 0,5 mi
pro tuto kolonu a jimény frakce po 0,5 ml, ze kterych bylo odebrano 10 ul pro naslednou
SDS-PAGE, pomoci které byla ovéfena Cistota proteinu. Tlak v koloné byl 0,42 MPa.

Pro zaznamenani a vyhodnoceni dat byl pouzit program Unicorn 5.01.

Koncentrace vypurifikovaného proteinu byla stanovena pomoci méfeni absorbance
na spektrofotometru Agilent pfi vinové délce 280 nm. K vypoctu koncentrace proteinu
byly pouZity hodnoty (viz. Tab. 20) nalezené na serveru www.expasy.org v programu
ProtParam tool.
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pufr pro gelovou permeacni chromatografii
20.10"° mol.dm™ Tris-HCl pH 7,5

500.10°3 mol.dm? Nacl

1.10° mol.dm™ EDTA
10% glycerol
2.10% mol.dm? DTT

Tab. 19 SloZeni pufru pouZivaného pfi gelové permeaéni chromatografii.

nazev proteinu molérni absorpéni koeficient pfi relativni molekulova hmotnost
Azgo nm
[dm3.gt.cm™]

BMH2 WT 0,930 31061,3

BMH2 AC 1,073 26912,1

BMH2 W243 0,753 31040,3

BMH2 W264 0,752 31098,3

Tab. 20 Hodnoty pouZité k vypoctu koncentrace proteind [zdroj www.expasy.org].

Vybrané frakce z gelové permeacni chromatografie byly analyzovany pomoci SDS-
PAGE, ktera je uvedena v kap. 5.9.3.

5.10 Charekterizace vazebnych vlastnosti BMH2 protein(
pomoci stacionarni anizotropie fluorescence

Fluorescence se teoreticky popisuje Jablonskiho diagramem (Obr. 8 A).

5 —— - .
2 1 % zdrojsvétla
S, — —

Energic

So ‘ detektor
2akladni clektronova hladina '

A B
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Obr. 8
A) A - absorpce fotond, F - fluorescence (emise), P - fosforescence, S - singletni hladiny, T -
tripletni hladiny

Nejméné vdzany elektron se v molekule nachdzi na hladiné S,. Tento elektron je schopen
absorbovat svételné kvantum a prejit ze singletniho stavu Sp do singletnich stavi Sy, S..S, a
vybudit fluorescenci. Fluorescencni spektra nejsou zdvisldé na budici vinové délce. To je
zpusobeno tim, Ze po absorpci elektron vidy pfejde do S; nejniZsi vibraéni hladiny a odtud zpét
do zdkladni hladniny. Na hladiné S; se miiZe elektron zpozdit — doba, po kterou elektron zistane
na hladiné S; se nazyvd doba Zivota t a je charakteristickd pro dany fluorofor. Pro pozorovdni
fluorescence musime Idatku nejen excitovat, ale musi byt i nenulovy kvantovy vytéZek. Pokud mad
Idtka maly kvantovy vytéZek, nemusi dochdzet k Zddnému zdfivému pfechodu, nebude tedy
pozorovana fluorescence. Kvantovy vytéZek je ddn pomérem poctu emitovanych fluorescencnich
fotont k poctu fotont absorbovanych podle rovnice 1 [62).

®=n./n, O<1 (1)

B) Meéreni v pravouhlém uspoidddni. Mérfeni intenzity v rovnobéiném a kolmém sméru k
vektoru intenzity elektrického pole pouZitého zdfeni.

Disociaéni konstanty vazby fosforylovaného peptidu na BMH2 proteiny byly
stanovoveny pomoci zmén staciondrni anizotropie fluorescence. K témto studiim byl
pouzit peptid oznacovany jako pRaf-259 (EZBiolab, USA) s FITC fluorescenéni znackou na
N-konci o koncentraci 18.10° mol.dm™ (sekvence peptidu je FITC-Ahx-
LSQRQRST(pS)TPNVHMV, kde, pS znaci fosfoserin, Ahx znadi 6-aminohexanovou
kyselinu, pres kterou je vazan fluoresceinisothiokyanat FITC).

Vzorky BMH2 WT, BMH2 AC, BMH2 W264 a BMH2 W243 byly dialyzovany po dobu
24 hodin pri teploté 4° C v dialyzaénim pufru o sloZeni (viz. Tab. 21). Poté byla
spektrofotometricky stanovena jejich koncentrace. K fluorescenénim mérenim byla
pouzivana kfemenna kyveta, ve které byla nejprve proméfena excitacni a emisni spektra
peptidu pRaf-259. Spektra byla méfena na spektrofluorimetru 1SS PC1 pii 20° C a
nastaveni lampy na 12 A. Peptid byl nafedén pufrem (sloZeni viz. Tab. 21) na findini
koncentraci 300.10° mol.dm™. Fluorescence byla excitovdna pfi 490 nm a emise byla
detekovana pti 520 nm. Poté byl do kyvety titrovan roztok proteinu, obsah kyvety byl
promichan pipetou, ponechdan 2 minuty inkubovat pfi teploté 20° C a nasledné byla
zmérena anizotropie fluorescence roztoku rops. Vzorky byly excitovany linearné
polarizovanym svétlem a intenzita fluorescence byla méfena v rovnobézném a kolmém
sméru vzhledem k roviné polarizace zafeni pouzitého k excitaci (viz. Obr. 8 B). Hodnoty
anizotropie fluorescence byly pocitany pomoci rovnice 2. Takto bylo zméfeno 14 bodu
titracni kfivky a kazdé méreni bylo 5-krdt opakovano pro kazdou formu BMH2 proteinu.
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dialyzaéni pufr
50.10" mol.dm Tris-HCl pH 7,5

100.10° mol.dm NaCl

1.10°% mol.dm? EDTA
10 % (v/w) glycerol
2.10% mol.dm? DTT

Tab. 21 SloZeni dialyzacniho pufru pro fluorescenéni méfeni.

Z téchto méreni byly ziskdny hodnoty anizotropie fluorescence r.ps, které jsou
zdvislé na velikosti a tvaru molekuly fluoroforu a viskozité okolniho prostfedi a
charakterizuji miru depolarizaci fluorescence. Namérend data byla zpracovana
v programech LabDat_v.1.6, Microsoft Office Excel a Microcal Origin 6.0. Ze ziskanych
hodnot r,s byla vypocitana frakce navazaného peptidu fz podle rovnice 3. Parametr rpy»
je hodnota anizotropie fluorescence samotného peptidu, rm. je hodnota anizotropie
fluorescence v saturaci. Parametr Q (korekce na zménu kvantového vytéiku) byl
vypolitan jako podil i-té naméfené a pocatelni intenzity. Vysledna zdvislost fz na
koncentraci BMH2 (korigovana na zménu objemu béhem titrace) byla fitovana podle
rovnice 4 pro urceni hodnoty Kp [62].

I - I_I_
= (2)

= Iy +2L
(robs - rmin) (3)

/B

B (rmax - robs) *Q + (Tobs — Tmin)

fa - (Kp + [peptid] + [1433] — (K, + [1433] + [peptid])? — 4 - [peptid] - [1433])

1
~ 2 [peptid]

(4)

5.11 Oznaceni BMH2 proteinli fluorescencni sondou 1,5-
IAEDANS

Kovaletni modifikace BMH2 proteint obsahujici jeden cysteinovy zbytek na pozici
194 se sondou 1,5-IAEDANS, ktera interaguje se sulfhydrilovou (-SH) skupinou cysteinu,
byla provedena nasledovné. Protein (o koncentraci 50-70.10° mol.dm™) byl v pufru
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(viz. Tab. 22) smichan s fluorescen¢ni sondou 1,5-IAEDANS v molarnim poméru 1:40 a
inkubovan pfi 30 ° C 2 hodiny. Poté byl inkubovan 15 hodin ve tmé. Nenavazana sonda
1,5-IAEDANS byla odstranéna gelovou permeacni chromatografii na koloné Superdex 75
10/300 GL. Pufr pro gelovou permeaéni chromatografii viz. Tab.22. Stechiometrie byla
uréena porovnanim absorbance proteinu pfi 280 nm s absorbanci navazané IAEDANS
sondy méfené pfi 336 nm (molarni absorpéni koeficient 1,5-IAEDANS je 5700 M™ cm’
! Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

pufr pro znaéeni BMH2 proteint 1,5-IAEDANS
50.10° mol.dm™ Tris-HCl pH 7,5

100.10°2 mol.dm? NaCl
1.10° mol.dm EDTA

10 % (v/w) glycerol
Tab. 22 SloZeni pufru pro znaceni fluorescenéni sondou 1,5-IAEDANS.

5.12 Casové rozlisena fluorescenéni spektroskopie

Casové rozlidena fluorescenéni spektroskopie se méfi pomoci pulzni excitace (nebo
fazové modulovaného budiciho zafeni) na rozdil od ustalené (stacionarni, steady state)
fluorescenéni spektroskopie. Délka pulzu byvd obvykle kratsi nez doba dohasinani
fluorescence vzorku. Metodou casové rozlisené fluorescenéni spektroskopie je mozné
pfimo sledovat ¢asovy priibéh deaktivace excitovaného stavu fluoroforti a poddva nam
také informaci o dynamice - rotaci molekul.

Dilezitym parametrem je doba dohasinani t (doba Zivota excitovaného stavu),
ktera udava dobu mezi excitaci molekuly (absorpci fotonu) a emisi svétla pfi navratu
molekuly do zakladniho stavu. Mérenim casové rozliSeného dohasinani anizotropie
fluorescence muzZeme urdit rota¢né-korelaéni ¢asy molekul. Tyto parametry popisuji
rychlost rotacni difuze fluoroforu. Méreni casové rozliSeného dohasinani anizotropie
fluorescence pfi pulznim buzeni poskytuje mnohem vice informaci o rotacnich
pohybech fluoroforu nez ustalena (steady-state) fluorescence. Ustdlend fluorescence
totiz poskytuje zprimérované hodnoty mefenych parametr( [62].

Viechna casové rozliSena méreni byla provedena ve spolupraci s doc. RNDr. Petrem
Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Veéefem, CSc. z Fyzikalniho Ustavu
Matematicko-Fyzikdlni fakulty Univerzity Karlovy v Praze. K méfenim byl vyuZit
fluorimetr pro casové rozliSenou fluorescenci. Jako zdroj excitacniho zareni slouzil
pikosekundovy barvivovy laser (Spectra Physics, model 375). Detekce byla zaloZena na
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casové korelovaném scitani jednotlivych fotond (single photon counting detector) a
detektor obsahoval fotonasobi¢ (Hamamatsu, R3809U-50). Fluorescence dansylu byla
excitovana pfi vinové délce 315 nm a emise byla mérena pri vinové délce 400 nm
pomoci monochromatoru a tzv. cut-off filtru, ktery blokoval viechny vinové délky kratsi
nez 400 nm. Tryptofanova fluorescence byla excitovdna pfi 298 nm (pavodni emise
laseru byla pfi 596 nm, nasledovalo zdvojeni frekvence — vysledna vinova délka 298 nm).
Sitka vstupnich a vystupnich $térbin byla nastavena na 15 nm, pied prvni $térbinou se
nachazel barevny filtr (Zeiss, UG1) pro odstranéni rozptyleného svétla. Vzorky byly
umistény do termostatického drzdku a viechna méreni byla provedena v 22 ° C v pufru
viz. Tab. 23. Koncentrace BMH2 protein( byla 10.10° mol.dm™.

pufr pro méfeni

20.10"° mol.dm? Tris-HCl pH 7,5
100-500.10"° mol.dm™ NaCl

1.10° mol.dm EDTA

1.10° mol.dm DTT

Tab. 23 SloZeni pufru pro méfeni éasové rozlisené fluorescenéni spektroskopie.

Bylo pfedpokladano multiexponencialni dohasinani fluorescence:

I0=)a e"" (5

’

kde 7 jsou stfedni doby Zivota excitovaného stavu a a; jsou odpovidajici amplitudy.
Namérené intenzity byly analyzovany metodou maximalni entropie (SVD-MEM) [63].
Takto byly ziskany amplitudy o;, které reprezentuji distribuci doby Zivota 7 vi-tém
dohasinani. Stfedni doby Zivota excitovaného stavu byly vypocitany podle rovnice:

Tmean = Zf;ri (6)
Frakéni intenzita f se vypocita podle rovnice:
f=ar/Y ar, (7)
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Dohasinani anisotropie fluorescence r(t) bylo méfeno na zakladé dohasinani
rovnobézné [,(t) a kolmé /,(t) slozky. Data byla ziskana za stejnych podminek a
analyzovana metodou maximalni entropie (SVD-MEM). Anisotropie byly analyzovany
pro sadu exponencial podle rovnice:

)= """ (8

?

kde amplitudy S; reprezentu;ji distribuci rota¢né korela¢nich ¢ast ¢,. f; souvisi s

pocatecni anisotropii ro podle nasledujici rovnice:

) =Zﬂi (%)

5.13 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je také znam jako kvazielasticky rozptyl svétla (QELS)
nebo jako fotokorelacni spektroskopie (PCS). Principem dynamického rozptylu je méfeni
svétla rozptyleného molekulami ve vzorku v pribéhu ¢€asu. VSechny molekuly se
v roztoku pohybuji Brownovym pohybem, ktery zptisobi zménu intenzity. Pokud by byly
molekuly v roztoku stacionarni, mnoistvi rozptyleného svétla (intenzita) by bylo
konstantni.

Zména intenzity je tedy pfimo zavisla na pohybu molekuly. Pohyb molekul je ovlivnén
teplotou (¢im vyssi teplota, tim rychleji se molekuly pohybuji), viskozitou rozpoustédla
(¢im vysSi viskozita rozpoustédla, tim pomaleji se molekuly pohybuji) a velikosti molekul
(€im vys3i je velikost molekul, tim pomaleji se molekuly pohybuji). Pokud jsou teplota a
viskozita rozpoustédla konstantni, proménlivost intenzity rozptyleného svétla je potom
pouze zavisla na velikosti (hydrodynamickém objemu) molekuly.

Metodou dynamického rozptylu svétla byly méreny vzorky BMH2 W243, BMH2 W264
a BMH2 AC, které byly nejprve prefiltrovany pies 45 pum filtr. K méfenim byla pouZita
kyveta dodavana s pristrojem SpectroScatter 201 (RiNA, SRN).
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6. Vysledky

6.1 Cilend mutageneze BMH2

Hlavnim cilem této prace bylo studium konformace C-koncového segmentu BMH2
proteinu. Vhodnou technikou pro studium struktury proteind je fluorescenéni
spektroskopie. Kvasni¢ny gen pro BMH2 obsahuje pfirozené dva tryptofany (W) na
pozicich 61 a 233. Abych mohla ke studiu vlastnosti C-konce pouiit tryptofanovou
fluorescenci, musela jsem nejdfive pfipravit mutanty proteinu BMH2, které obsahuji
pouze jeden tryptofanovy zbytek umistény na C-konci (vice W zbytkd by znemoznilo
detailni analyzu fluorescen¢nich dat). Pro vytvofeni téchto mutantli byla pouZita verze
BMH2, kde jiz byly oba pfirozené se vyskytujici W nahrazeny za F (tento konstrukt jsem
dostala od RNDr. V. Obsilové, Ph.D.). Cilem bodové mutageneze bylo vneseni W zbytku
bud’ na pozici 243 (tzn. pfed polyQ sekvenci, mutace E243W) nebo 264 (za polyQ
sekvenci, mutace A264W) na C-konci BMH2. Tyto mutanty umozni studium konformace
C-konce pomoci tryptofanové fluorescence. Dile byl pfipraven mutant BMH2, ktery byl
zkracen na C-konci tak, aby zcela chybél C-termindini segment. Tento mutant byl
pfipraven mutaci na pozici 237 (na této pozici byl zaménén isoleucin (I) za stop kodon).
C-termindiné zkraceny BMH2 mi umozZni zjistit do jaké miry je pfitomnost C-konce
dulezita pro vazebné viastnosti BHM2 proteinu.

K mutaci byly pouzity oligonukleotidy (dlouhé 33 bazi) shodné s verzi genu pro BMH2
kromé prostfedniho kodonu, ktery je zvyraznén. Kodon pro isoleucin ATT byl nahrazen
stop kodonem TAA, kodon pro kyselinu glutamovou GAA byl nahrazen kodonem pro
tryptofan TGG a kodon pro alanin GCT byl nahrazen kodonem pro tryptofan TGG.

Cést sekvence kvasniéného BMH2 pied mutaci na 237 pozici:

1232 w233  T234 S235 D236 1237 S238 E239 S240 G241 Q242

5 TTA TGG ACC TCT GAT ATT TCT GAA TCT GGT CAA 3

Primery pro mutaci BMH2 1237Stop:

1232 w233 T234 $235 D236 1237 5238 €239 S240 G241 Q242

up 5 TTA TGG ACC TCT GAT TAA TCT GAA TCT GGT CAA 3

downS TIG ACC AGA TIC AGA TTA ATC AGA GGC CCA TAA 73

Cast sekvence kvasniéného BMH2 pfed mutaci na 243 pozici:

5238 E239 S240 G241 Q242 E243 D244 Q245 Q246 Q247 Q248

5 TCT GAA TCT GGT CAA GAA GAT CAA CAA CAA CAA 3
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Primery pro mutaci BMH2 E243W:

5238 E239 $240 G241 Q242 E243 D244 Q245 Q246 Q247 Q248

up 5’ TCT GAA TCT GGT CAA TGG GAT CAA CAA CAA CAA 3

down5 TIG TIG TIG TIG ATC CCA TIG ACC AGA TIC AGA 3

Cast sekvence kvasniéného BMH2 pfed mutaci na 264 pozici:

Q259 Q260 Q261 A262 P263 A264 E265 Q266 T267 Q268 G269

5 CAA CAA CAA GCT CCA GCT GAA CAA ACT CAA GGT 3

Primery pro mutaci BMH2 A264W:

Q259 Q260 Q261  A262 P263 A264 £265 Q266 T267 Q268 G269

up 5’ CAA CAA CAA GCT CCA TGG GAA CAA ACT CAA GGT 3

down5 ACC TIG AGT TIG TIC CCA TGG AGC TIG TIG TIG 3

Vysledné zmutované plasmidové DNA byly zaslany na sekvenaci (viz. Obr. 9, 10, 11)
do sekvenacni laboratore Dr. J. Felsberga v MBU AV CR, v.v.i.

eoge €10 ga0 €30 e40 es0
TCIGATATTITCTISAATCIGGT CA@ATC&ACAAC&ACRKCAACA&CAGC

N \

Obr. 9 Cdst sekvenacniho elektroforeogramu pro mutovany gen BMH2. Cervené oznaceny
triplet ukazuje misto mutace, kde byl mutagenezi zménén kodon GAA pro E za kodon TGG
pro W (v textu znaceno BMH2 W243).

35



eeo e90 200 920 9
CAXNCAGCAARCAACAGCAACAACAAGCT CChA AACAARAACT CAAGGIGARA

Obr. 10 Cdst sekvenalniho elektroforeogramu pro mutovany gen BMH2. Cervené
oznaceny triplet ukazuje misto mutace, kde byl mutagenezi zménén kodon GCT pro A za
kodon TGG pro W (v textu zna¢eno BMH2 W264).

930 9240 95 9260 970 9Ll
IIGACCXXAIGGRCCICIGAI@CIGARTCIGGICAAGRAGAICRRCRKC

'l

al Ve

Obr. 11 Cdst sekvenalniho elektroforeogramu pro mutovany gen BMH2. Cervené
oznaceny triplet ukazuje misto mutace, kde byl mutagenezi zménén kodon ATT pro | za
kodon TAA pro Stop (v textu znaceno BMH2 AC).

6.2 Exprese a purifikace proteind

Expresi kazdého z BMH2 proteinti jsem provedla v burikach BL21 (DE3) v osmi litrech
LB média. Exprese byla zahdjena induktorem IPTG viz. kap. 5.7.

6.2.1 Chelatacni afinitni chromatografie

Kvasni¢ny 14-3-3 protein oznacovany jako BMH2 ma diky vektoru pET-15b na svém
N-termindinim konci tzv. histidinovou kotvu (His-Tag), tedy Sest po sobé jdoucich
histidind, jejichZ afinita k dvojmocnym kationtim kov( se vyuZiva pfi chelata¢ni afinitni
chromatografii. V mém ptipadé byly pouzity kationty Ni**. Pomoci vazby histidina s Ni**
chelatovanymi na koloné se BMH2 protein zachytil, na rozdil od ostatnich proteind,
které kolonou nebyly zadrZovany. SDS-PAGE byla pouZita k ovéfeni Cistoty proteinu viz.
Obr. 12 a 13. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouZit standard Dual Color od
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firmy BioRad. Tyto gely ukazuji, Ze Cistota vzorku je nedostacujici a je zapotrebi provést
dalsi purifikacni krok.
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Obr. 12 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce Obr. 13 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce
ziskané eluci pli chelataéni afinitni Z2iskané eluci pfi chelatacni  afinitni
chromatografii mutantni formy BMH2 W243. chromatografii mutantni formy BMH2 W264.

6.2.2 Thrombinové stépeni

Pro odstépeni histidinové kotvy (His-Tagu) z N-konce BMH2 proteinii (se kterou byly
proteiny exprimovany) byl pouZit lidsky thrombin od firmy Sigma-Aldrich. Pomoci SDS-
PAGE bylo ovefeno odstépeni His-Tagu viz. Obr. 14 a 15.
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Obr. 14 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce Obr. 15 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce
pred a po trombinovém S$tépeni u mutantni pred a po trombinovém $tépeni u mutantni
formy BMH2 W243. formy BMH2 W264.

6.2.3 Aniontové-vyménna chromatografie

Po ukonceni jimani frakci po aniontové-vyménné chromatografii (viz.
chromatograficky zaznam na Obr. 16) byla ovéfena Cistota vzorku pomoci SDS-PAGE
(viz. Obr. 17 a 18). Z obrazkd 17 a 18 je patrné, Ze Cistota proteinl je jiz vysoka, ale
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vroztoku se jesté mohou vyskytovat agregdty. Pro odstranéni zbylych necistot a
agregovanych proteinii byl proveden posledni purifikacni krok - gelova permeacni
chromatografie.

M 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 6 7 8 9 12 13 14 15 16
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Obr. 17 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce Obr. 18 12 % SDS-PAGE gel ukazujici frakce
ziskané eluci pfi aniontové chromatografii 2iskané eluci pfi aniontové chromatografii
mutantni isoformy BMH2 W243. mutantni isoformy BMH2 W264.

081120 DU BMH2 W264 20001 1_UV1_280nm 081120 DU BMH2 W264 20001 1_Fractions
081120 DU BMH2 W264 20001 1_Inject 081120 DU BMH2 W264 20001 1_Loghook
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Obr. 16 Chromatograficky zdznam eluce pfi aniontové-vyménné chromatografii. Na ose x je

zndzornén eluéni objem, na ose y absorbance pfi vinové déice 280 nm. Zelend kfivka zndzorfiuje
priubéh gradientu iontové sily. Neostré maximum lze vysvétlit nanesenim piilis velkého
mnoZstvm proteinu na kolonu.
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6.2.4 Gelova permeacni chromatografie

Pro zvy3eni Cistoty (odstranéni agregatl) jednotlivych mutant proteinu BMH2 byla
pouzita gelova permeacni chromatografie s napini Superdex 75.

Chromatograficky zaznam purifikace je znazornén na Obr. 19. Jednotlivé frakce,
které odpovidaji piku (zbarven modre) byly analyzovany pomoci SDS-PAGE viz Obr. 20,
21, 22, 23. Pomoci této metody byla ovéfena Cistota a mnoistvi proteinu odpovidajici
jednotlivym frakcim ziskanym eluci pfi gelové permeacni chromatografii. Na gel jsem
nanasela 10 pl vzorku s5 pl vzorkového pufru. Poté jsem vybrala frakce, které
vyhovovaly svou Cistotou a obsahem proteinu, pficemZ jsem do vybéru nezahrnovala
frakce z levé strany elu¢niho piku, které mohou obsahovat necistoty a agregaty.

081121 DU BMH2 W264 20a001.1_UV1_280nm
081121 DU BMH2 W264 20a0011_Loghook

081121 DU BMH2 W264 202001 1_Fracions — 081121 DU BMH2 W264 202001.1_Inject

2000

1500

1000

500

0 i . j SlﬁalOIIOI9[10'11IIZlISIMrJulﬁlIGIHI:':_

0.0 20 40 60 100

Obr. 19 Chromatograficky zdznam eluce ziskany pri gelové permeacni chromatografii. Na ose x
je zndzornén elucni objem, na ose y absorbance pfi vinové déice 280 nm.
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Obr. 20 12% SDS-PAGE gel ukazujici frakce Obr. 21 12% SDS-PAGE gel ukazujici frakce
ziskané eluci prfi  gelové permealni ziskané eluci pfi gelové  permealni
chromatografii mutantni formy BMH2 W243.  chromatografii mutantni formy BMH2 W264.
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Obr. 22 12% SDS-PAGE gel ukazujici frakce Obr. 23 12% SDS-PAGE gel ukazujici frakce
ziskané eluci pFi gelové permeacni ziskané eluci pfi gelové  permeacni
chromatografii mutantni formy BMH2 WT. chromatografii mutantni formy BMH2 AC.

Takto vypurifikované proteiny byly svou Cistotou jiz vhodné ke spektroskopickym
studiim, pomoci kterych byly stanoveny disociacni konstanty vazby fosfopeptidu na
BMH2 proteiny, studium konformaci C-konce a oligomerni stavy BMH2 proteint.

6.3 Charakterizace vazebnych vlastnosti BMH2 pomoci
stacionarni anizotropie fluorescence

Po ziskani dostatecného mnoizstvi Cistych BMH2 proteint jsem provedla kontrolu
jejich vazebnych vlastnosti. Studovala jsem vazbu peptidu pRaf-259 ozna¢eného na N-
konci fluorescencni sondou FITC. Nejdfive jsem provedla zakladni charakterizaci
fluorescenénich vlastnosti peptidu. Emisni a excitaéni spektra jsem méfila pro 300.10”
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mol.dm? peptid pRaf-259 znaceny na N-konci FITC. Excitacni spektrum ma maximum pfi
490 nm a emisni spektrum pfi 520 nm.

Intensity
Intenaity

ExcRation Wavalength (nm) ) Emission Wavelength (nm)

Obr. 24 Excitacni spektrum peptidu pRaf-259 Obr. 25 Emisni spektrum peptidu pRaf-259
znaceného FITC pfi emisni vinové délce 520 znaleného FITC pfi excitaéni vinové délce 490

nm. nm.

Pro uréeni disociaéni konstanty vazby peptidu pRaf-259 jsem k 300.10° mol.dm?

peptidu pRaf-259 v pufru titrovala roztok BMH2 proteinu (BMH2 WT, BMH2 AC, BMH2
W243, BMH2 W264). Z naméfenych hodnot stacionarni anizotropie fluorescence jsem
sestavila graf (podle kap. 5.10) zavislosti frakce navazaného peptidu na koncentraci
proteinu (viz. Obr. 26). Ziskané zavislosti jsem fitovala pomoci rovnice 4. Na obr. 26 je
porovnani vybranych vazebnych isoterm pro proteiny BMH2 WT a BMH2 AC. Ziskané
hodnoty Kp jsou uvedeny v tabulce 24. Z téchto hodnot je patrné, Ze po odstranéni C-
koncové casti klesa vazebna afinita BMH2 proteint k peptidu pRaf-259. U mutantnich
verzi BMH2 proteintl s jednim W (BMH2 W243 a BMH2 W264) jsme také pozorovala
pokles vazebné afinity.
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Obr. 26 Porovndni vazebnych kfivek BMH2 WT versus BMH2 AC a BMH2 W243 versus BMH2
W264 pomoci staciondrniho méfeni anizotropie fluorescence. Je patrné, Ze po odstranéni C-
koncové &dsti se sniZi vazebnd afinita BMH2 proteinu ke svému partneru (peptidu pRaf-259).
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BMH2 WT Ko =294 117 nM

BMH2 AC Ko = 905 1 156 nM
BMH2 W243 Kp=1326 + 156 nM
BMH2 W264 Kp=1183 + 140 nM

Tab. 24 Souhrn priimérnych hodnot disociaénich konstant mutantnich verzi BMH2 proteini. Data
Jjsou prezentovdny jako prumérnd hodnota t standardni odchylka. KaZdé méreni bylo opakovdno
nejméné 4x.

6.4 Casové rozlisend fluorescenéni spektroskopie

Metodou ¢asové rozlisené fluorescenéni spektroskopie byla studovana konformace
C-koncové ¢asti a oligomerni stavy BMH2 proteinu.

6.4.1 Studium konformace C-konce BMH2 pomoci tryptofanové
fluorescence

Tryptofan je nejvyznamnéjsim fluoroforem aminokyselin. Je to aromaticka
aminokyselina, ktera absorbuje zéfeni v blizké ultrafialové oblasti (250-300 nm).
Tryptofanova fluorescence je pro své vhodné vlastnosti a pfirozeny vyskyt W zbytkd
v molekulach proteini ¢asto pouZivana ke studiu struktury bilkovin. Abych mohla
studovat konformaci C-konce BMH2 proteind, tak jsem pomoci cilené mutageneze
vloZila W zbytek na dvé rlizné pozice na C-konci molekuly BMH2. Prvni W zbytek jsem
umistila na pozici 243 pfed polyQ sekvenci a druhy W zbytek na pozici 264 za polyQ
sekvenci. Vysledky ¢asové rozli§eného dohasinani anizotropie tryptofanové fluorescence
jsou uvedeny v tabulce 25. Z vysledk je patrné, Ze vazba peptidu nezplisobuje zadné
dramatické konformaéni zmény C-konce molekuly BMH2, protoZe po navazani ligandu
nedochazi k vyznamnému poklesu stiedni doby Zivota excitovaného stavu (Tmean).
Ziskana data dale ukazuji, Ze u proteinu BMH2 W264 vazba peptidu potlacuje rychlé
pohyby (klesa amplituda B;) a ovliviiuje segmentalni pohyby C-koncové &asti v oblasti
kolem W264 (amplituda B, roste). Zmény dynamiky oblasti kolem W243 nejsou
vyznamné. Kratkd doba Zivota excitovaného stavu tryptofanovych zbytklii neumoznila
presné rozliSeni rotacné korelacni €asu ¢, ktery odpovida rotaci celé molekuly (hodnoty
uvedené v Cerveném ramecku). To naznauje, Ze BMH2 proteiny tvofi oligomery vétsi
nez predpokladané dimery (hodnota rotacné korelacniho ¢asu pro monomer je 35 £ 5
ns [53]).
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vzorek Tmean (NS) B2 ¢:(ns) B ¢.(ns) B3 ¢s (ns)

BMH2 w243 2,92 0,023 0,2 0,109 11 0,088 >50
BMH2 w243 + 2,89 0,022 03 0,113 11 0,087 >50
peptid
BMH2 W264 3,65 0,077 03 0,103 1,2 0,042 >50
BMH2 W264 + 3,52 0,069 0,2 0,114 1,2 0,039 >50
peptid

Tab. 25 Tabulka shrnujici hodnoty ziskané analyzou ¢asové rozlisené tryptofanové fluorescenéni
spektroskopie.

6.4.2 Studium oligomerniho stavu BMH2 pomoci dansylové
fluorescence

Vysledky tryptofanové fluorescence naznacily, Ze BMH2 s velkou pravdépodobnosti
vytvareji v roztoku oligomery ¢i agregaty vetsi neZ ofekdavany dimer. V3echny dosud
znamé isoformy 14-3-3 protein(l vytvafeji velmi stabilni dimery a tvorba vétSich
oligomert nebyla zatim popsana [50]. Vzhledem k tomuto rozporu jsem se rozhodla
oligomerni stav prostudovat pomoci dansylové fluorescence. Dansylova skupina ma
mnohem delsi stfedni dobu Zivota excitovaného stavu neZ tryptofan a je proto mnohem
vhodnéjSi pro studium oligomerniho stavu BMH2 proteinu. Pro oznaceni molekuly
BMH2 dansylovou skupinou jsem vyuZila pfitomnosti jediného cysteinového zbytku
v sekvenci molekuly BMH2 (C194). Derivat dansylu 1,5-IAEDANS umoziuje kovalentni
navazani dansylové skupiny na sulfhydrilovou skupinu cysteinu. Vysledky casové
rozliSeného dohasindni anizotropie dansylové fluorescence jsou uvedeny v tabulce 26.
Dostatecné dlouha stfedni dobu Zivota excitovaného stavu (~14 ns) umoznila rozliSeni
nejdelsiho rotaéniho korela¢niho €asu 4. Ziskané hodnoty ukazuji, Ze viechny testované
proteiny (BMH2 WT, BMH2 AC, BMH2 W243, BMH2 W264) maji stejny oligomerni stav
charakterizovany hodnotou ¢, = ~120 ns. Tato hodnota odpovidd pravdépodobné
tetrametru.
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vzorek Tmea P ¢ (ns) B2 ¢ (ns) Bs ¢s(ns) Ba b4 (ns)

(ns)

BMH2 144 0062 0,510,1 0,041 2,810,4 0,048 1242 0,049 | 14020
wr
BMH2 139 0,050 0,5%0,1 0,039 2,210,4 0,052 9+2 0,059 | 100420
AC
BMH2 14,6 0046 0410,1 0,047 21404 0,060 10+2 0,057 | 120+20
w243
BMH2 14,0 0,043 0,55#0,1 0,056 2,7¢04 0,060 1242 0,051 | 140+20
w264

Tab. 26 Tabulka namérenych hodnot ¢asového dohasindni anizotropie fluorescence.

Obrazek 27 ukazuje distribuce rotacnich korela¢nich ¢ast C194-AEDANS proteinu
BMH2 WT a BMH2 AC. Vobou pfipadech je zfejma pfitomnost ¢ty komponent
v dohasinani anizotropie fluorescence. Nejdelsi komponenta ¢, = ~120 ns odpovida
rotaci celé molekuly (oligomeru).
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Obr. 27 Grafy ukazujici distribuce rotaéné korelacnich ¢asi AEDANS sondy navdzané na
BMH2 WT a BMH2 AC.

6.5 Dynamicky rozptyl svétla

Vysledky vazebnych studii ukazaly, Ze tryptofanové mutanty BMH2 W243 a BMH2
W264 vazi peptid pRaf-259 s nizsi afinitou nez BMH2 WT a BMH2 AC (Tab. 24). Prestoze
Casové rozliSena fluorescence ukazala, Ze viechny studované verze BMH2 proteinu
vykazuji stejnou oligomerni strukturu, rozhodli jsme se otestovat tryptofanové mutanty
pomoci dynamického rozptylu svétla (vneseni W zbytk(i na C-konec mohlo mit vliv na
interakce protein(). Tyto experimenty byly provedeny v laboratofi strukturni biologie
UMG AV CR, v.v.i. Tato metoda vyzaduje relativné hodné koncentrované vzorky roztok(
protein(i (~170.10° mol.dm™). Naim cilem vak bylo porovnani proteinti za podminek
pouzitych béhem fluorescenénich méfeni (koncentrace < 10.10° mol.dm™). Tyto nizké
koncentrace v3ak znacné komplikovaly méreni (nizka intenzita signalu) a ziskana data
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jsou proto pouze orientacni. Na obr. 28 jsou ukazany distribuce velikosti ¢astic pro
proteiny BMH2 W243, W264 a AC. Je zfejmé, Ze viechny tfi distribuce maji témér
totoZné maximum (viz zelend linka). Pouze v pfipadé BMH2 W243 je distribuce 3irsi
smérem k vétsim poloméram ¢astic v roztoku. Tento jev jsme vSak nepozorovali pfi
fluorescencnich mérenich. Tento rozdil je nejspiSe artefaktem zplisobenym nizkou
koncentraci béhem akumulace signalu.
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Obr. 28 Distribuce velikosti ¢astic pro proteiny BMH2 W243, W264 a AC.
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7. Diskuze

Kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteini se vyznacuji vyznamné deldi C-koncovou &asti
ve srovnani s lidskymi a rostlinnymi isoformami (viz. Obr. 4, Kap. 2.2.2). BMH2 isoforma
navic obsahuje ve své C-koncové ¢asti tzv. polyglutaminovy (polyQ) segment, ktery je
dlouhy 17 po sobé jdoucich aminokyselin glutamind (Q). Tento polyQ segment je
v literature oznafovan za puvodce agregace a toxicity protein. Tvorba nerozpustnych
proteinovych agregatli v neuronech je znamkou neurodegenerativnich onemocnéni
zplsobenych proteiny s rozvinutym polyQ segmentem. Vroce 1994 Perutz a kol.
navrhli, Ze dlouhé polyQ sekvence jsou schopné tvofit stabilni B vldsenky. Tyto struktury
jsou slozeny z B fetézcl obsahujici polyQ opakovani a jsou spojeny vodikovymi vazbami.
Tyto vlasenky obsahujici polyQ opakovani mohou samy asociovat a tvofit stabilni
agregaty B skladanych listd.

Cilem mé diplomové prace bylo studium vlastnosti C-koncového segmentu
proteinu BMH2. Pfedchozi studie na sav€ich isoformach ukazaly, Ze C-koncovy segment
ma ddleZitou autoinhibi¢ni Glohu [6, 53]. V nepfitomnosti ligandu se sam vaZe do
vazebného mista a brani tak vazbé nevhodnych ligandi. Odstranéni C-koncového
segmentu proto vedlo ke zvySeni vazebné afinity a také ke sniZeni vazebné specifity. U
savéi isoformy 14-3-37 bylo dale zjisténo, Zze vazba fosforylovaného peptidu vytésni C-
koncovy segment zvazebného mista a tim zvySi jeho pohyblivost [53]. ProtoZe
kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteint maji zcela unikdtni C-koncovy segment, rozhodli
jsme se prostudovat jeho vlastnosti. Nejdfive jsme studovali vliv odstranéni C-
koncového segmentu na vazebnou afinitu BMH2 proteinu. Tyto experimenty ukazaly, Ze
BMH2 protein s odstranénym C-koncovym segmentem vaZe modelovy fosforylovany
peptid s vyrazné nizsi vazebnou afinitou v porovnani s divokym typem (Tab. 24). To
naznacuje, Ze C-konec BMH2 proteinu by nemusel mit autoinhibi¢ni funkci. Dale jsme se
rozhodli prostudovat vliv vazby fosforylovaného peptidu na mobilitu C-koncového
segmentu BMH2 proteinu pomoci tryptofanové fluorescence. Cilenou mutagenezi jsme
na dvé ruzné pozice (pred a za polyQ usek) vloZili tryptofanovy zbytek a plivodni dva
tryptofany jsme zménili na fenylalaniny. Tyto zdmény nam umoznili pouZit
tryptofanovou fluorescenci ke studiu mobility C-koncového segmentu. Vysledky casové
rozliSenych méreni tryptofanové fluorescence ukazaly, Ze C-konec proteinu BMH2 se
chova jinak nez C-konec sav¢i izoformy 14-3-3C. Vazba fosforylovaného peptidu neméla
velky vliv na strukturu a dynamiku C-konce BMH2. Ztoho miZeme usuzovat, Ze C-
koncovy segment molekuly BMH2 svelkou pravdépodobnosti nema funkci
autoinhibitoru.

Analyza dohasinani anizotropie fluorescence dale naznacila, Ze BMH2 vytvari
v roztoku podstatné vétsi Castice (oligomery Ci agregaty) nez ofekavané dimery. Diky
relativné kratké stiedni dobé Zivota excitovaného stavu tryptofanu jsme nebyli schopni
rozlidit rotacni korelaéni ¢as, ktery odpovida rotaci celé molekuly (Tab. 25), rotaci
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dimeru odpovida rotaéni korelacni ¢as ~35 ns). ProtoZe viechny znamé isoformy 14-3-3
proteinl vytvareji dimery, rozhodli jsme se tento oligomerni stav molekuly BMH2 dale
prozkoumat. BMH2 obsahuje ve své sekvenci pouze jeden cysteinovy zbytek, ktery jsme
modifikovali fluorescenéni sondou 1,5-IAEDANS. Dansylova skupina ma mnohem delsi
dobu Zivota excitovaného stavu nei tryptofan. Casové rozlidend méfeni dansylové
fluorescence nam proto umoznily rozliSit nejdelsi rotacné korelacni €as spojeny s rotaci
celé molekuly BMH2 (Tab. 26). Ze ziskanych dat miZeme fici, Ze BMH2 opravdu vytvaFi
oligomery vétsi nez dimer. Jedna se pravdépodobné o tetramery ¢i hexamery. Rozhodné
se nejedna o velké agregaty. Zajimavé je, Ze odstranéni C-konce, ktery obsahuje polyQ
usek, nemélo zadny vliv na oligomerni stav molekuly BMH2 proteinu. Zda se tedy, Ze
polyQ usek neni pfi¢inou pozorovaného oligomerniho stavu BMH2.

Oligomerni stav BMH2 protein jsme se také pokusili studovat pomoci DLS. Tato
méfeni v3ak nebylo moiné provést svelkou presnosti diky nizké koncentraci
proteinovych roztokd (pracovali jsme s roztoky o koncentraci ~10.10° mol.dm™). P¥i
vyssich koncentracich jsme se obavali nespecifické agregace. DLS méreni ukazala
podobné vysledky jako dansylova fluorescence, tedy pfriblizné stejnou velikost
(oligomerni stav) s C-koncem ¢i bez ného.

Data ziskana v této diplomové praci ukazuji, Ze kvasnitné 14-3-3 proteiny maji
velmi odli$né vlastnosti v porovnani s ostatnimi isoformami 14-3-3 proteind. Jejich C-
konec pravdépodobné nema funkci autoinhibitoru. Pro findIni zavéry vak jesté bude
nutné ziskat dalsi data, napf. z analytické ultracentrifugace Ci jinych biofyzikalnich
technik.
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8.Zaveérecné shrnuti

1. Pomoci cilené mutageneze jsme pfipravili mutantni formy kvasni¢ného 14-3-3
proteinu BMH2 s mutacemi 1237Stop (BMH2 AC), E243W (BMH2 W243) a A264W
(BMH2 W264). Nasledné jsme tyto proteiny, spolu sBMH2 WT, exprimovali
v bakteridlnim expresnim systému a provedli jejich purifikaci. Podafilo se nam ziskat
dostatecna mnozstvi vsech Ctyr proteini a Cistoté umozriujici dalsi studium.

2. U viech ctyr protein jsme zméfili vazebnou afinitu vici fluorescenéné oznacenému
fosforylovanému peptidu pRaf-259. Zjistili jsme, Ze po odstranéni C-koncové ¢asti BMH2
proteinu klesa vazebna afinita k peptidu pRaf-259. U mutantnich verzi BMH2 proteinu
s jednim W (BMH2 W243 a BMH2 W264) jsme také pozorovali pokles vazebné afinity.

3. Pomoci ¢asové rozlisené tryptofanové fluorescenéni spektroskopie jsme studovali vliv
vazby pRaf-259 peptidu na konformaci C-koncového segmentu. Tato méfeni ukazala, Ze
vazba peptidu ovliviiuje dynamiku C-konce v oblasti W264. Nicméné vazba peptidu
nezpusobuje dramatickou zménu konformace C-koncového segmentu. Tim se BMH2
protein lidi od jinych isoforem 14-3-3 proteint (napf. savéi { isoforma), kde bylo zjisténo,
e vazba peptidu zplisobuje znacnou strukturni zménu C-konce spojenou s uvolnénim C-
konce zvazebného mista molekuly 14-3-3 proteinu. Ztoho usuzujeme, Ze C-konec
BMH2 nefunguje jako autoinhibitor. Toto odlisné chovani maZe souviset s pfitomnosti
polyQ sekvence.

4. Fluorescencni méfeni ukazala, Ze viechny ¢tyfi studované formy BMH2 proteinu

vykazuji stejny oligomerni stav (nejspise tetramerni). Odstranéni C-konce s polyQ
sekvenci nemélo vliv na oligomerni stav BMH2.
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