Abstrakt

Predkladana diplomova prace se zabyva biofyzikalni charakterizaci komplexu dvou
regula¢nich proteinti, fosducinu (Pd) a 14-3-3. Oba proteiny jsou zapojeny do regulacni
kaskady prenosu signdlu v o¢ni sitnici obratlovet. Pd je 33kDa protein nachazejici se ve
fotoreceptorovych butikach sitnice, ale také i v jinych tkénich. Za jeho hlavni funkci v oku
se povazuje regulace pienosu signalu jdouciho z oka k o¢nimu nervu, jako odpovéd’ na
ostré svétlo, a to vazbou G, podjednotky heterotrimerniho transducinu, jez je soucasti
tzv. G-proteinové signalni drahy. Vazba znemoZni spojeni Gy, s Gy, transducinu, coZ
zabrani dalSimu ptenosu signdlu. Dysfunkce Pd by v diisledku dopadu intenzivniho svétla
vedla k poskozeni sitnice. Déle se také zjistilo, Ze Pd ovliviiuje hypertensi a to tak, Ze
snizuje krevni tlak u lidi a mySi ve spanku. Ve tmou adaptované sitnici je funkce Pd
regulovdna 14-3-3 proteinem. 14-3-3 je 28kDa protein nachdzejici se v mnohych tkéanich
eukaryot, pfedevSim v mozku, a hrajici roli v mnohych biochemickych procesech, napf.
apoptose. Role 14-3-3 v sitnici oka spociva ve vazbé fosforylovaného Pd, jeho udrzeni ve
vnitfnim segmentu ty¢inek a zabranéni tak jeho vazbé s Gy, ¢imZ se zajisti dalSi moZnost
pfenosu signalu k o¢nimu nervu. Pro vazbu je nutna fosforylace Pd na Ser54 a Ser73.
Tvorba homodimeru 14-3-3 je nezbytnd pro jeho funkci. Moznéd je i ochrana Pd vici
proteasam a fosfatasam.

Béhem diplomové prace byly exprimovany proteiny Pd wt, PAQ52K, PdQ52KS73A,
14-3-3( wt a 14-3-3(noW v bakteridlnim systému E.coli BL21(DE3) a uspésné
purifikovany s vytéZkem miligramovych mnozstvi. Bylo pouZito nékolika biofyzikdlnich
technik ke studiu komplexu. Nativni elektroforéza ovétila vznik komplexu po fosforylaci
obou fosforylacnich mist Pd (Ser54, Ser73), limitovana proteolyza odhalila strukturni
zmény Pd po jeho vazbé se 14-3-3, analyticka ultracentrifugace ukézala, ze stechiometrie
komplexu 14-3-3/Pd je 2:1, tedy dva monomery 14-3-3 védzou jeden fosducin. Dale byla
touto technikou odhadnuta disocia¢ni konstanta komplexu K; s vysledkem SuM. Méteni
Casové-rozliSen¢ho dohasindni anizotropie Trp fluorescence umoznilo pozorovat zmény
flexibility Pd pfi vzniku komplexu z Pd fosforylovaného v obou mistech, oproti mutantiim
Pd, kde je pouze jedno fosforylacni misto (Ser54, nebo Ser73). Nebyl pozorovéan

signifikantni vliv samotné fosforylace na strukturu Pd.



	Abstrakt



