Univerzita Karlova v Praze

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Katedra fyzikalni a makromolekularni chemie

Studium struktury komplexu 14-3-3:fosducin.

Study of the structure of the 14-3-3:phosducin complex

Diplomova prace

Biofyzikalni chemie

Skolitel: Doc. RNDr. Toma$ Obsil, Ph.D.

Praha 2011 Miroslava Kacirova



Podékovani:

Na tomto misté bych rada pod€kovala v§em, ktefi mi poméahali béhem mé diplomové
prace, predevsim svému skoliteli Doc. RNDr. Tomasi Obsilovi, Ph.D. za cenné rady,
korekturu mé prace a umoznéni provadét diplomovou praci v kolektivu piijemnych lidi.
Dale bych chtéla velmi pod&kovat Mgr. Lence Rezébkové za rady, vénovany &as,
trpélivost a spolupraci.

Dé&kuji Doc. RNDr. P. Hetmanovi, CSc., Doc. RNDr. J. Vecetovi, CSc. z MFF UK

a Doc. RNDr. M. Sulcovi, Ph.D. z MBU AV CR, v.v.i. za analyzu vzorkd.

V neposledni fadé bych pak rada podékovala své rodin€ a svym blizkym za podporu

a vSestrannou pomoc béhem mych studii.



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim
svého Skolitele Doc. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. a v§echny pouZité prameny jsem fadné
citovala. Prace nebyla vyuzita jako zavérecna prace k ziskani jiného nebo obdobného

druhu vysokoskolské kvalifikace.

VPrazedne .........ccccoeenn....

Miroslava Kacifova



14-3-3C
A

A

A

Arg
ATP
AV CR
BamH I
BL21(DE3)
BMHI1
BMH?2
CaMKII
cAMP
cGMP
C-konec
DEAE
DNA
DTT

E. coli
EDTA
F

FgU
GDP
GPCR
GTP
G, Gig, Gy
His
His-tag
HPLC
IPTG

kDa
LB

Seznam pouzitych zkratek

isoforma 14-3-3 proteinu

Angstrom (jednotka délky, 1 - 10™° m)
Ampér (jednotka elektrického proudu)
u mutace znaci aminokyselinu alanin
aminokyselina arginin
adenosin-5"-trifosfat

Akademie véd Ceské republiky
restrikéni enzym (EC 3.1.21.4)

kmen bakterii £. coli

isoforma 14-3-3 proteinu

isoforma 14-3-3 proteinu

Ca’"/calmodulin-dependentni kinasa II (EC 2.7.1.123)

cyklicky adenosinmonofosfat

cyklicky guanosinmonofosfat

konec proteinu obsahujici karboxylovou skupinu -COOH

diethylaminoethyl

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleotic acid)

dithiothreitol

Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova

u mutace znac¢i aminokyselinu fenylalanin
Fyziologicky tstav

guanosin-5"-difosfat

G-protein coupled receptor
guanosin-5"-trifosfat

a, B, ypodjednotka G-proteinu zvaného transducin
aminokyselina histidin

motiv Sesti histidinti v fad¢ za sebou
vysoceucinnd kapalinova chromatografie
isopropyl-f-D-thio-galaktopyranosid

u mutace znaci aminokyselinu lysin
kiloDalton

médium dle Luria-Bertaniho



Leu

LF

MF
MFF UK
MBU
MCO
Mr
N-konec
Nde I
NMR
noW
ot./min.
PAGE
PBS

Pd

PDE
PdQ52K

PdQ52KS73A

Pd wt
pET-15b
PKA
PKC
PiF UK
pS

Q

RGS

S

SDS
SDS-PAGE
Ser

SF
TEMED
TRIS

Trp

aminokyselina leucin

Lékarska fakulta

mobilni faze

Matematicko-fyzikalni fakulta Univerzity Karlovy
Mikrobiologicky ustav

Molecular cut off

relativni molarni hmotnost

konec proteinu obsahujici aminoskupinu —NH,
restrikéni enzym (EC 3.1.21.4)

nuklearni magneticka rezonance

neobsahujici tryptofany

otacky za minutu

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
fosfatovy pufr

fosducin

cGMP-fosfodiesterasa (EC 3.1.4.17)

mutantni forma fosducinu (mutace Q52K)
mutantni forma fosducinu (mutace Q52K a S73A)
pfirozené se vyskytujici forma fosducinu (z angl. wild type)
komerc¢né dostupny plasmid

cAMP-dependentni proteinkinasa A (EC 2.7.11.11)
proteinkinasa C (EC 3.7.11.13)

Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
fosforylovany serinovy zbytek

u mutace znac¢i aminokyselinu glutamin

regulator G-proteinové signalizace

u mutace znaci aminokyselinu serin

dodecylsulfat sodny

SDS - polyakrylamidovéa gelové elektroforéza
aminokyselina serin

stacionarni faze

N,N,N",N" - tetrametyletylendiamin
Tris-(hydroxymetyl)-aminometan

aminokyselina tryptofan

unit, tj. jednotka katalytické aktivity



Seznam pouZityCh ZKratek ..........ooiiiiiiiiiiiiiii e -4 -
ODBSAN .. ettt et e et e st sbae e -6-
ADSTIAKL e et ettt es -8-
ADSTIACE. ..ttt ettt ettt e st e s es -9-
1 VO ot -10-
2 Literarni prehled .......oooviiiiiiiiie e -12-
2.1 Biochemie vidéni — obecné schéma..............ccceeieiiiiiiiiniiiiieeee e, -12-
2.1.1 Role G-proteinll v procesu Videni ...........eeeeviiiiieriiiiieeeiiiee e -12-
2.1.2 G-proteinova signalni drdha v procesu vidéni — za svétla...................... -14 -
2.13 G-proteinova signalni draha v procesu vidéni — za tmy............cceeveenee - 16 -
2.14 Doprovodné procesy pfi svételné adaptaci Sitnice..........cceeeeeereveeeeennnee. -16 -

2.2 FOSAUCIN ..ttt e -17 -
2.2.1 Zakladni informace o struktufe a vyskytu........ccoeociiiieiiiiiiniiiieee, -17-
2.2.2 FUNKCE .o -20 -
223 Role 14-3-3 proteinu v regulaci fosducinu............cccceeeeviiieeniiiieeennee. -23-

2.3 14-3-3 PIOLEINY ..eeeieiiiiieeeiiiiiee et ee e ettt e e e ettt e e e ettt e e e eibeeeeessbaeeeeesbaeeaennes -24 -
2.3.1 Struktura @ VISKYE ....coeeiiiiiiiiiiiie et -24 -
2.3.2 FUNKCE .o -28-
233 Regulace 14-3-3 Proteintl ........ccccuveeeeriiiiereeniiieeeeriiieeeeiieeeeeeieeee e -29 -

I O3 1 15 1o S PSP URRPPP -31-
4 Metody @ MAtEIIAl......cuviiiiiiiiiieeeiiee e e e -32-
4.1 PouzZity materidl...........oeiiiiiiiiiiiiiie e -32-
4.1.1 ChemiKAE ......eeiiieiiiiieeeiee e e -32-
4.1.2 PEISITOJC .ttt eeeeee e e e e -32-
4.1.3 Ostatnd MAtETIAL........eeiiiiiiiiiee e -33-

4.2 PlaSMId .ccceiiiiiieeiiiee ettt e e e e eraeeeas -33-
4.3 Kultivace DaKLeTii.....cceiuuieeeeiiiiie ettt e e e e e e -34 -
4.4 Skladovani baKterif .........ceeeeiuiiiieiiiiiiie e -34-
4.5 EXPresni SYStEIM ... ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e -34 -
4.6 Transformace baKteril ........ccocuiiieriiiiiieeeiiiee e e -35-
4.7  Preparativid Centrifi@ace.........ueeeeeiuuiiieeiiiiieeeiiiieeeeiiee e e et e e e e e e -36 -
4.8 SONIKACE ...ttt -36 -
4.9 DIALYZA oottt e e e enraee s -37-
4.10  Chromatografie .........coccuiieeiiiiiie ettt et e e eaeee e e eeraee e -38-
4.10.1  Niklova chelata¢ni chromatografie ............cccceeeiiieeeiniiiieeniiieeeeee, -39 -
4.10.2  Aniontova iontové-vymeénnd chromatografie ...........ccccceeeevniiieeennnnennn. -41 -
4.10.3  Gelova permeacni chromatografie ...........cccueeeeriiiiieeniiiiieeeiieee e -42 -

411 SDS eleKtroforéza..........ooieeviiiiiieiiiiee et -44 -
4.12  Nativni elektroforéza............ccceiiiiiiiiiiiiiiiie e -45 -
4.13  Zakoncentrovani roztoK{ Proteintl..........cccueeeeeriuireeeriiiieeeeiiiieeeeiiieeeeveeensn -45 -
4.14  Fosforylace fOSAUCINU ......cceiiiiiiiiiiiiiiie et -46 -
4.15  Limitovana Prote@olYZa ........ccccueieeeiiiiieiriiiieeeeiieeeeeriiee e eieee e e eaeeee e -47 -
4.16  Analytickd ultracentrifugace ..........cccceeeeviiiiiiiiiiiie e -47 -
4.17  Fluorescentni MEIENI ......cceevuuiiieeriiiiieeeeiiieeeeeiieeeeeieeeeeerteeeeereeeeeeeaaeeeas -50 -
4.17.1  FIUOTESCOINCE ..eeeneviiieeeiiiieeeeiitee e ettt e e e ettt e e eeibaeeeeentbbeeeeesbaeeeeenneeeeas -50 -
4.17.2  Meéfeni stacionarni Trp fluorescence PAQS52K .........ccccvvieeiiiiiiiennnnnnn. -51-
4.17.3  Casové-rozliZena fIUOTESCENCE..............oveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveseneeeen, -52-



S VYSIEAKY et
5.1 PHPrava proteintl...........eeeeruiiieeiiiiieeeeiiee et e ettt e e e et e e e e eeeebeaeeeenes
5.1.1 EXPIESE ..t
5.1.2 Niklovéa chelata¢ni chromatografie ............cccceevviiiiiiiiiiiiieniiieeeee.
5.1.3 Aniontova iontové-vymeénnd chromatografie ............ccoveveeenieeniieennnen.
5.14 Gelova permeacni chromatografie ............coccvveeeeniiiiieeniiee e,

5.2 Interakce 14-3-3 proteinu s fOSAUCINEM......cccuvviireriiiiiieeiiiiee e
5.2.1 Nativni elektroforéza..........cccoovviiiiiiiiiiin,
52.2 Megfeni stacionarni Trp fluorescence PAQS2K .......cccoooviiiiieiiiiiiennnnne,

5.3 Limitovand proteolyZa .........ccceeeviiiiiiiiiiiieeeeiiie e
54  Analytickd ultracentrifugace ...........coooviiiiiiiiiiiiieee e
5.5 Casové-rozligena fluorescenéni méieni TIP29 ........ooveeeeveveeeeeeeeeeeeeeereeeeenne,

0 DISKUZE ..oeeiiieiee s
T ZAVET ettt ettt e et s
Seznam citovaneé EETAtUIY ..........eiiiiiiiiiieiiiiee e e e e e e



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
regulovéna 14-3-3 proteinem. 14-3-3 je 28kDa protein nachdzejici se v mnohych tkanich
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 vdzou 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.



Abstract

The aim of this diploma thesis is a biophysical characterization of the protein
complex that consists of two regulatory proteins, the phosducin (Pd) and the 14-3-3
protein. These proteins are involved in the regulation of a signal cascade in vertebrate
eye’s retina. Pd is a 33kDa protein located in photoreceptor cells in retina, but it has been
found in other tissues as well. In retina, phosducin affects transfer of light signaling from
eye to brain, by binding G, subunit of transducin that is the main part of G-protein
signaling. In light-adapted retina, unphosphorylated phosducin down-regulates the light
response by binding to Gy,. This process is important for protecting retina in eyes in
response to very intense light. It has also been found that phosducin affects hypertension.
Phosducin reduces blood pressure of human and mice, especially during sleep.
The function of phosducin is regulated in dark-adapted retina by 14-3-3. 14-3-3 is a 28kDa
protein that has been found in many eukaryotic tissues, e.g. brain, and is involved in many
processes, e.g. apoptosis. The 14-3-3 protein binds phosphorylated Pd and keeps him in
a rod inner segment. For 14-3-3 to Pd binding, two sites on Pd must be phosphorylated,
Ser54 and Ser73. This interaction, hinders Pd binding to Gi,, and hence enables the
formation of heterotrimeric transducin. Transducin is then prepared to transfer a new
signal. It is also possible that 14-3-3 protects phosducin against proteases
and phosphatases.

Pd wt, PdAQ52K, PdQ52KS73A, 14-3-3( wt a 3-3¢(noW have been produced in E. coli
BL21(DE3) cells and purified. Several biophysical techniques were used to study the
14-3-3/Pd complex. Native electrophoresis showed the formation of the complex with
doubly phosphorylated Pd (Ser54, Ser73). Limited proteolysis revealed structural changes
of Pd in response to 14-3-3 binding. Analytical ultracentrifugation revealed the
stoichiometry of the 14-3-3/Pd complex (2:1), where two monomers of 14-3-3 bind one
Pd. The dissociation constant was estimated to be SuM. Time-resolved tryptophan
fluorescence measurements were used to study the flexibility of Pd upon the 14-3-3 protein
binding. No significant structural change of Pd was observed in response

to phosphorylation.



1 Uvod

Kazdy si jisté dokdze predstavit, jak moc by byl Zivot slozity, kdyby ¢loveéka zradil
jeden z jeho péti smysli. Nejvetsi vyznam ze vSech péti smyslu se prisuzuje zraku. Zrakem
Clovék okamzit€é rozpozna utok predatora, nebo piijezd rychle jedouciho auta. Aniz by
pouzil ¢ich, nebo chut’, dokaZe poznat, které ovoce je zkazené a kam nema $lapnout. Diky
zraku dokazeme rozliSit den od noci a ovlivnit tak vnitfni pochody v nasem téle
a pfizpusobit okolnimu svétu sviij biorytmus.

Zrak, stejn€ jako ostatni smysly, vyuZziva pfenos signalu, ktery ptichazi z vnéjsiho
prostiedi, a pfes signalni drahy nese signal az do mozku, ktery signal vyhodnoti a zajisti
reakci — odezvu na dany signal. Prvotni krok pfenosu signalu z vnéjsiho prostiedi zajist'uje
tzv. G-proteinova signalni drdha, tvofend G-proteiny interagujicimi s receptory
G-proteinové signalizace (GPCRs, z anglického G-proteins coupled receptors), jakozto
receptory zachycujicimi vnéjsi signdl. G-proteiny dale interaguji s dalSimi proteiny a tim
umozni pienos signdlu hloub¢ji do bunky a déle pak az k nerviim. Dal§im krokem pienosu
signélu jsou elektrické impulsy nervi, které zajiStuji pfenos signalu az do mozku [1, 2].
Jelikoz ma G-proteinova drdha nenahraditelny vyznam pfi pienosu signalu, musi podléhat
pfisné regulaci a kontrole. K tomuto ucelu slouzi mnoZstvi proteinii a biochemickych
sloucenin a mezi tyto proteiny se fadi i protein fosducin a 14-3-3 protein.

Fosducin je protein ovlivilujici pfenos signalu ze sitnice oka do mozku vazbou Gy,
podjednotky heterotrimerniho G-proteinu nachézejiciho se v ty€inkach sitnice oka [3]. Za
jeho hlavni funkci se povazuje jeho ochrana nervli vii€i piesyceni dopadajicim signalem,
zde mysleno ostrym svétlem. Za ostrého svétla tedy fosducin negativné reguluje prenos
signalu [4, 5]. Pokud by fosducin plsobil stale, signal by nemohl byt pienesen a ani za
mirného svétla bychom nebyli schopni rozpoznat obrysy predméti v okoli. Proto je tento
regulaéni protein - fosducin - také regulovan dal§im regula¢nim proteinem — 14-3-3
proteinem. Jeho ptsobeni vici fosducinu se projevuje ve tmou adaptované sitnici, kdy
dochazi k fosforylaci fosducinu a tato fosforylace umoziiuje vazbu fosducinu ke 14-3-3.
14-3-3 zachyti fosducin a znemoZzni mu vazbu s G, podjednotkou, coz vede k moznosti
znovuobnoveni heterotrimerniho G-proteinu a dal$i moznosti pfenosu signilu do bunky

[6 - 9].
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Ve své diplomové praci se zabyvam biofyzikalni charakterizaci komplexu 14-3-3
proteinu s fosducinem. Tato prace piedstavuje prvni krok projektu, jehoz hlavnim cilem je
studium struktury komplexu 14-3-3/fosducin a pochopeni mechanismu regulace funkce
fosducinu. Hlavni pozornost byla vénovana zjiSténi molarni stechiometrie komplexu
a disocia¢ni konstanty komplexu K, odhaleni nekrytych mist na fosducinu interagujiciho
se 14-3-3 proteinem a studiu konformacnich zmén fosducinu zptisobenych vazbou 14-3-3

proteinu.
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2 Literarni prehled

2.1 Biochemie vidéni — obecné schéma

Proces vidéni sestdva z mnoha krokt, které v zdkladu predstavuji propojené procesy
vedouci k prenosu signdlu od dopadu fotonu na sitnici oka, az do mozku. Prvotni roli
v pfenosu signdlu hraje G-proteinova signalni drdha. G-proteinové signdlni drahy se
obecné vyskytuji v riiznych tkanich a nesouvisi jen se smysly. Podileji se na spousténi
1 vypinani mnoha biochemickych procesit a jejich naruseni muizZe vést az i k thynu
organismu. V nasledujicim textu se zaméfim pouze na G-proteinovou signalni dréhu

tykajici se procesu vidéni.

2.1.1 Role G-proteinii v procesu vidéni

G-proteinu hrajicimu roli v procesu vidéni se tikéd fransducin. Jedna se, stejné jako
v pfipad¢ jinych G-proteind, o heterotrimerni protein sestavajici ze tfi podjednotek
nazvanych Gy, G a Gy. Transducin se nachazi v blizkosti membrany disku (viz. déle),
kde interaguje sreceptorem G-proteinové signalizace (tzv. GPCR, zangl. G-protein
coupled receptor). Tento receptor byl v procesu vidéni nazvan rhodopsin. Rhodopsin
sestavd ze dvou zékladnich ¢asti. Prvni ¢asti je opsin, coZ je proteinova ¢ast rhodopsinu,
ktera prochazi skrz membranu disku svymi sedmi a-helixy a dale obsahuje c¢ast umoziujici
vazbu s transducinem. Jedna se asi o 40kDa velky protein, jehoz N-koncova ¢ast je vazana
do membrany disku a C-koncova ¢ast visi voln¢ do cytosolu vnéj$iho segmentu tyc€inky.
Druhou soucasti rhodopsinu je kovalentné¢ vézand prostetickd skupina nazyvana
11-cis-retinal. 11-cis-retinal je chromofor, coz je latka umoziujici absorbovat svételnou
energii a pfeménit ji ve formu elektrickou. Jednd se o polyen, isoprenoid, jak je patrné

z Obr. 1.

Obr. 1  Struktura 11-cis-retinalu.
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Jeho Sest sttidajicich se jednoduchych a dvojnych vazeb predstavuji dlouhou nenasycenou
sit’ elektronli. Aldehydickd skupina 11-cis-retinalu formuje Schiffovu bazi s e-amino
skupinou lysinu 296, ktery lezi v centru sedmi transmembranovych helixti opsinu. Polyeny
obecné velmi dobfe absorbuji zéafeni ve viditelné oblasti spektra (400 — 750 nm).
Absorpéni maximum 11-cis-retinalu se nachazi pifi vlnové délce 370 nm a jeho
neprotonované Schiffovy baze pfi 380 nm. Protonovand Schiffova baze mé absorpéni
maximum pii 440 nm. JelikoZ rhodopsin absorbuje nejvice v okoli 500 nm, odhaduje se, ze
Schiffova baze je v rhodposinu pfi absorpci fotonu protonovand. Interakce protonované
Schiffovy baze s opsinem zpiisobi bathochromni posun maxima absorpce. Pozitivni naboj
protonované Schiffovy baze je kompenzovan zipornym nabojem glutaminu 113
lokalizovaném v helixu 2. Retinal je derivatem vitaminu A. Lidé¢ si jej neumi syntetizovat
z jednoduchych prekurzort, proto je tolik potfebny pfisun vitaminu A napf. z mrkve.
Nedostatek vitaminu A se poté projevuje napf. horSim vidénim za Sera.

Rhodopsin 1 transducin se nachdzi v sitnici oka obratlovcli, konkrétné v ty¢inkach
a Cipcich, coz jsou primarni nervové buiiky, v nichz probihda G-proteinova signalizace.
Sitnice oka obsahuje okolo 10° tyginek a 3 - 10° &ipkd. Tyginky jsou fotoreceptory
zodpovédné za vnimani svétla jako takového, kdezto ¢ipky umoziuji rozeznavani barev.
Na Obr. 2, na str. 14 je patrné, jak jsou ty¢inky usporaddny na sitnici oka a jaky je tvar
ty¢inek a ¢ipkd. Skladaji se z vnitintho a vnéjSiho segmentu. Vnéjsi segment ty€inek
sestdva ze stohu tisice diskil, coZ jsou membranové uzaviené vaky husté protkané
fotoreceptory uvnité membrany. Tyto lidské buiiky obsahuji okolo 4 - 10’
fotoreceptorovych molekul rhodopsinu. Vnitini segment ty¢inek obsahuje mitochondrie
produkujici ATP potiebné pro fototransdukei a jadro. Vnitini segment je zakoncen synapsi

navazujici na interneurony a ty pak na dalsi nervové bunky [10 - 14].
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Obr. 2 (A) Zobrazeni usporadani tycinek v sitnici oka [11]. (B) Schematické zobrazeni tvaru

tycinek a cipkai.

2.1.2 G-proteinova signalni draha v procesu vidéni — za svétla

Samotny proces vidéni za¢ind dopadem fotonu na 11-cis-retinal rhodopsinu. Dopad
fotonu zplsobi izomerizaci 11-cis-retinalu na tzv. all-frams-retinal (al/l, z angl. vse),

pfi¢emz dojde k posunu dusiku v Schiffové bazi o 5 A (viz. Obr. 3).

Obr. 3 Trans-izomerizace 11-cis-retinalu na all-trans-retinal.

Opsinu vazajicimu all-frans-retinal se casto fikd aktivovany opsin (ptipadné trans-
rhodopsin, nebo meta-rhodopsin II). Trans izomerizace zpusobi strukturni zmény v opsinu.
Aktivovany opsin je dosti nestabilni a spontdnné disociuje na samotny opsin
a all-trans-retinal. Pro zaznamenani zablesku svétla lidskym mozkem je potieba dopadu
peti fotonti. Volny opsin vaze neaktivni GDP-transducin a pfinuti ho vyménit GDP za

GTP. Vazba GTP zpisobi disociaci heterotrimerniho transducinu na dvé podjednotky, G,
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vazajici GTP a Gy,. Jedind molekula aktivovaného opsinu muize takto aktivovat pétset
molekul Gy, Kazdd aktivovana Gy, podjednotka aktivuje jednu molekulu enzymu
cGMP-fosfodiesterasy (déle jen PDE) a to vazbou na jeho inhibi¢ni y podjednotku. Procesu
aktivace vétsiho mnozstvi molekul jedinou molekulou se fika amplifikace, neboli zesileni
signalu. Po této prvni amplifikaci nasleduje jesté fada dalSich amplifikaci. Po aktivaci PDE
nasleduje disociace enzymové y podjednotky od jeho a a f podjednotky. Enzymova a a f
podjednotka pak neni inhibovana a enzym PDE muze zacit provadét svou funkci, kterd
spociva v hydrolyze tzv. druhého posla cGMP na 5’-GMP. Tento krok vede k celkovému
snizeni cytosolického ¢GMP. Dopadem jediného fotonu se hydrolyzuje 10° molekul
cGMP.

V plasmatické membrané vngjSiho segmentu tyCinky se nachazi mnozstvi
cGMP-spiazenych Na'/Ca*" iontovych kanald skladajicich se ze étyf podjednotek. Kazda
podjednotka je schopnd vazat cGMP. Pokud je cytosolického cGMP dostatek, kazdy
Na'/Ca®" kanal vaze minimélné& t¥i molekuly cGMP, ziistava otevieny a umoziiuje priichod
Na® a Ca*" iontt do vnittku buiiky. Po pisobeni PDE se oviem koncentrace cGMP snizi
a iontové kanaly vpoustéjici Na" a Ca*" ionty do buiiky se uzaviou. Kanaly ve vnéjsim
segmentu ty¢inek pfispivaji k celkovému membranovému potencidlu buiiky. Ve vnéjSim
segmentu tycinek se nachazeji jesté dalsi iontové kandly, které umoziuji po vstupu Ctyt
Na“ do buiiky uvolnit jeden Ca®" z buiiky ven, oviem za spotfeby molekuly ATP. I tyto
kanaly se podileji na celkovém membranovém potencialu buiiky. Piebyte¢né Na” v buiice
pak odchazi diky dalSimu iontovému vyménnému ATP-zavislému kanélu, nachédzejicimu
se ve vnitfnim segmentu ty¢inek. Jedna se o Na'/K' kandly, které dovoluji priichod t¥i Na*
ven z buiiky pfi soucasném vtoku dvou K iontfi do buiiky. I tyto Na'/K™ iontové kanaly
prispivaji k celkovému membranovému potencidlu bunky tyCinky.

Uzavieni cGMP-sprazenych iontovych Na'/Ca®* kanalt zptisobi sniZeni koncentrace
Ca®" iontd uvnité buitky z500nM na 50nM, ¢&imz dojde ke sniZeni membranového
potencidlu o 1 mV. Disledkem snizeni membranového potencidlu je snizeni poctu
uvolnovanych molekul neurotransmiteru glutamatu v synapsich. Snizeni koncentrace
glutamatu a zménu potencidlu zaznamenaji interneurony a dale ji uz jako elektricky signal
pfedaji neurontim, které signal ptedaji az do mozku.

Celkovy cas od zablesku az k vytvoteni odpovédi v mozku trva 20 ms. Membranovy

potencidl dosahuje za svétla hodnoty -75 mV [10 - 14].
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2.1.3 G-proteinova signalni draha v procesu vidéni — za tmy

SniZeni koncentrace Ca®" v buiice ty¢inky vede k aktivaci enzymu guanylylcyklasy,
ktery se zdd byt neovlivnény svétlem a ktery zacne preménovat GTP nachdzejici se
v cytosolu na ¢cGMP. Za koncentrace Ca’" vyssi, nez 100nM je tato reakce silnd
inhibovéna. Vznikajici cGMP se opét zatne vazat na cGMP-spfazené iontové Na'/Ca®
kanaly, které se oteviou a opét zatnou do buiiky vpoustét Na“ a Ca*" ionty. Koncentrace
Ca®" se opét zvysi na hodnotu 500nM a membréanovy potencial v klidovém stadiu dosahuje
hodnoty od -30 mV do -45 mV. Dojde k depolarizaci membrany. Za tmy dosahuje
koncentrace cGMP vysoké hodnoty 70puM. Vtok Na™ a Ca®" do buitky vede k uvolnéni
neurotransmiteru glutamatu do synapsi, které jsou timto klidovym neurotransmiterem
neustale stimulovany.

Gy, podjednotka transducinu mé vlastni tzv. GTPasovou aktivitu, kterou zajisti
hydrolyzu navdzaného GTP na GDP za uvolnéni fosfatu. Gy-GDP opusti inhibi¢ni
y podjednotku PDE a reasociuje s G, za tvorby trimerniho transducinu pfipraveného
k dalsi fotonové aktivaci. Gi-GTP podjednotka byva aktivni po dobu asi 1 s. y podjednotka
PDE reasociuje s a a f podjednotkou a tak inhibuje funkci enzymu PDE, ktery tak nemtize
hydrolyzovat cGMP.

Béhem nékolika sekund po trams-izomerizaci dojde pomoci enzymil isomeras ke
vzniku 11-cis-retinalu, ktery je schopny vazat volny opsin a vytvofit opét rhodopsin

ptipraveny absorbovat dalsi fotony [10 - 14].

2.1.4 Doprovodné procesy pri svételné adaptaci sitnice

Béhem osvétleni sitnice ostrym svétlem musi fungovat v ty¢inkdch mechanismy,
kterymi se zabrani destrukci celého systému. Bylo objeveno nékolik mechanismi, které
chrani o¢ni nervy proti jejich zniceni. V zadné z doposud publikovanych ucebnic
biochemie a molekularni biologie se ovSem nesetkdme s fosducinem, jakoZto dal§im
prvkem chranicim oko v pfitomnosti velmi ostrého svétla. V nésledujicim textu popisi
obecné mechanismy ochrany oka v pfitomnosti intenzivniho svétla a zarovent mechanismy
umoziujici pfizpusobit intenzité¢ svétla odezvu vedouci do mozku. O funkci fosducinu
v sitnici se zminim v kapitole 2.2.2, ktera je fosducinu vénovana.

Rhodopsin, resp. opsin obsahuje na svém C-konci né€kolik serinovych (Ser)
a threoninovych (Thr) residui. Ser a Thr jsou aminokyseliny vhodné k vazbé fosfatové

skupiny PO,”". Enzym rhodopsinkinasa fosforyluje aktivovany opsin, ktery miize nést az
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ti1 fosfaty. Jednd se ovSem o aktivovany opsin, ktery je jiz pfeménén na svou cis formu.
Doba vystaveni takto aktivovaného opsinu je zavisla na dobé vystaveni oka svételnému
zafeni a na jeho intenzité. Fosforylaci opsinu stimuluje nizka koncentrace cytosolického
Ca®". Pii vysoké koncentraci Ca*" se aktivuje Ca’’-vazebny protein recoverin, ktery vaze
rhodopsinkinasu a tim inhibuje jeji funkci. Podle intenzity dopadajiciho zéfeni a podle
doby ozafovani je opsin fosforylovan postupné jednim az tfemi (n€kdy i vice) fosfaty. Za
velmi intenzivniho svétla se musi zajistit zastaveni pfenosu signalu k nerviim, aby nedoslo
k jejich ptehlceni signalem, tedy nové a nové aktivaci transducinu. V tom okamziku je
opsin fosforylovan na vSech tfech mistech a takto fosforylovany opsin vaze protein zvany
p-arrestin. Fosforylovany opsin drzeny fS-arrestinem nedokaze aktivovat transducin, ¢imz
se zajisti ztlumeni pfichazejiciho svételného signalu. I pouze fosforylovany opsin nedokaze
aktivovat transducin. f-arrestin vaze fosforylovany protein do té doby, dokud se intenzita
dopadajiciho zafeni nezmirni.

Pii ostrém svétle se timto zptisobem snizi amplifikace signalu az 10*x. Tento proces
vede nejen k ochrané ocnich nervi, ale také moznosti ty€inek rozeznavat intenzitu svétla
a to at’ jeji zvySeni, nebo 1 snizeni, coz by ve chvili pfehlceni ty¢inek intenzivnim zafenim

nebylo mozné [10 - 14].

2.2 Fosducin

2.2.1 Zakladni informace o strukture a vyskytu

Fosducin je protein o hmotnosti 33 kDa, vyskytujici se pfedevSim u savcl, ovSem
znam je také jeho, piipadné jemu homologicky podobnych proteind, vyskyt i u jinych
nesavCich eukaryotnich organismu, jako jsou kostnati, nalevnici, houby a kvasinky (viz.

Obr. 4, str. 18) [15 - 24].
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Obr. 4 Srovnani primarni struktury fosducinu riznych organismii. Stupen sytosti barvy vypovida

o sekvencni shode v ramci uvedenych organismii [25].

Zprvu byl fosducin identifikovdn jako protein vyskytujici se vyhradné ve
fotoreceptorovych buiikdch oc¢ni sitnice, ovSem pozdé¢jsi studie prokazaly jeho vyskyt
1 v mistech, jako jsou neuroendokrinni buiiky S§iSinky v mozku a pinealocyty S§iSinky.
V obou ptipadech se jednd o buitkky embryologicky pfibuzné oc¢ni sitnici [15-19]. Evoluci
bylo témto buiikdm umoznéno béhem noci tvofit neurohormon melatonin [26]. Fosducin
byl ovSem nalezen i ve tkénich jako jsou jatra [27], sympaticky nervovy systém [28],
mozek [29], ledviny, plice, slezina a kosterni svalstvo [30].

Ve své praci se zabyvam fosducinem nachazejicim se predevSim v ty¢inkach oc¢ni
sitnice. Nedavno bylo zjisténo, ze v zavislosti na osvétleni a také na jeho intenzité, dochazi
k rozprostirani fosducinu po celé délce tycinky, dokonce byl nalezen obsah fosducinu
1 v misté jadra tyCinky. Studie ukazuji, Ze ve tmou adaptované sitnici se fosducin nachazi
pfedevS§im ve vnéjSim segmentu tyCinky. Po ozéafeni oka zableskem svétla dochdzi
k postupnému piesouvani fosducinu z vnéjsiho segmentu do cytosolu vnitiniho segmentu
tyCinky [3, 31]. Tento pfesun souvisi s funkei fosducinu, kterou zmiiuji v kapitole 2.2.2.

Sav¢i fosducin sestava z 244 - 246 aminokyselin, v zévislosti na zivo¢isném druhu
[32]. Prvni krystalovd struktura fosducinu byla ziskdna v komplexu s jeho vazebnym
partnerem, tj. G, podjednotkou trimerniho proteinu transducinu [33]. Jedna se o protein,
ktery 1ze pomyslné rozd¢lit na dvé domény spojené flexibilnim peptidovym spojem. Kazda
doména je pojmenovana podle proteinového konce, na kterém se nachazi, tj. N- a C-
koncovd doména. Strukturni analyza ukazala, ze N-koncovd doména je znacné

nestrukturovanad a je tvofena tfemi a-helixy pojmenovanymi postupné od N-konce H1, H2
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a H3. C-koncova doména byla nazvana thioredoxin-like doménou (like, z angl. podobny),
jelikoz se strukturné velmi podobd malému antioxidacnimu proteinu thioredoxinu, jehoz

hlavni funkci miizeme shrnout jako redukci ostatnich proteinii (viz. Obr. 5) [33].

Ph in W e

N-terminal ,
domain 14b

H3 5

C—-terminal
thioredoxin-like
domain

Obr. 5 Zobrazeni sekundarni struktury fosducinu [33].

Thioredoxin obsahuje thiolové —SH skupiny, jejichz vodiky redukuji -S-S- miistky
ostatnich proteinl, nebo napf. ribonukleosiddifosfatii [34]. Thioredoxinova C-koncova
doména fosducinu ovSem ztratila schopnost redukce a to diky obsahu pouze jedné ze dvou
aktivnich cysteinovych —SH skupin. V ptipad¢ fosducinu zastava jeho C-koncova doména
pravdépodobné pouze strukturni funkei [33].

Bylo zjisténo, Ze fosducin je protein, ktery je v buiice fosforylovan. Za dvé
nevyznamngj$i fosforylaéni mista na fosducinu byly oznaceny dva seriny a to Ser54

a Ser73 (viz. Obr. 6) [6, 35].

N-koncova C-koncova
doména doména

G G

Obr. 6 Schematicke zndzornéni struktury fosducinu s oznacenim dvou nejvyznamnéjsich

fosforylacnich mist. ,,S* znamena serin.
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Ob¢ fosforyla¢ni mista mohou byt fosforylovana pomoci cAMP-dependentni proteinkinasy
A (PKA), ovSem dalsi studie ukazaly, ze fosforylace serinu 54 1 serinu 73 pomoci
Ca’* /ealmodulin-dependentni kinasy II (CaMKII), je mnohem vice u¢inna (300%, oproti
3% pomoci PKA) a mnohem rychlejsi [8, 9], jak bude vysvétleno pozdéji v kapitole 2.2.2.
Zaroven se zjistilo, Ze fosforylaci pomoci CaMKII dochazi k pfenosu fosfatu i na dalsi
aminokyseliny v proteinu, konkrétné Ser6, Ser36 a Ser106. Tato aditivni fosforylace
pravdépodobné zvysuje celkovy vyznam piedchozich fosforylaci [8] (viz. kapitola 2.2.2).
Defosforylace fosducinu je zajiSténa enzymy fosfatasami, konkrétné fosfatasy typu 1 a 2A
[36].

Ob¢ klicova fosforylaéni mista, Ser54 a Ser73, se nachéazeji v N-koncové doméné
proteinu (viz. Obr. 5, str. 19) a flexibilita této domény se zdd byt vyhodnou pro funkci
fosducinu [33].

2.2.2 Funkce

Jak jiz bylo nékolikrat naznaceno v predchozi kapitole, struktura fosducinu je tizce
spjata sjeho funkci. Fosducin je regulacni protein, ktery reguluje intenzitu signalu
pfenaSeného G-proteinem transducinem. V této souvislosti mluvime o jeho funkci v sitnici
oka [3]. Nedavné studie odhalily i dal$i funkci fosducinu, jako regulatoru hypertense,
zejména v klidovych podminkédch organismu, tj. ve spanku. Studie byly provadény na
mySich a déale pak i na vybranych skupinach lidi. Bylo zjiSténo, Ze u mysi, kterym byl
zmutovan gen pro fosducin (tzv. Pdc-/-), se zvysil v dobé spanku diastolicky tlak o 10 mm
Hg sloupce, oproti zdravym mySim. U lidi se zvySenym krevnim tlakem pak bylo
prokdzano okolo 49 bodovych mutaci genu pro fosducin, tzv. SNP (z angl. single
nucleotide polymorphysm). V tomto ohledu je tedy fosducin protein ovlivilujici
sympateticky nervovy systém a pii jeho dysfunkci dochazi ke zvySeni krevniho tlaku
u mysi a lidi [28]. Molekuldrni mechanismus vlivu fosducinu na krevni tlak je zatim
neznamy.

Ve své diplomové praci se zabyvam fosducinem nachdzejicim se v tyCinkach sitnice
oka. Zamétim se tedy na jeho funkci v téchto nervovych bunkach.

Jak jiz bylo feceno v kapitole 2.1.4, existuji v oku ur€ité ochranné¢ mechanismy
bréanici zahlceni o¢niho nervu signalem vzniklym dopadem velmi intenzivniho svétla. Jen
pro pfipomenuti, jednd se o fosforylaci aktivovaného opsinu a naslednd vazba takto

fosforylovaného opsinu S-arrestinem. Podobnou roli v regulaci intenzity hraje i fosducin.
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Ve svétlem adaptované sitnici dochazi k rozpadu transducinu na dvé podjednotky, Gy,
a Gey. Gy podjednotka véaze inhibi¢ni y podjednotku enzymu PDE (viz. kapitola 2.1.2),
ovSem o0 G, se v ucebnicich autofi pfili§ nezminuji. Hovofi se pouze o jejim presunu
z vn¢jSiho segmentu tyCinky do jejich ostatnich ¢asti. Pravé zde hraje svou roli fosducin.
Nefosforylovany fosducin totiz vaZze G, podjednotku transducinu a prendsi ji z vnéjSiho
segmentu ty¢inek do vnitintho segmentu, tj. pry¢ od membrany disku. Touto vazbou
zabrani reasociaci Gg, s Gy, za tvorby trimerniho transducinu, ktery by byl jinak opét
schopen interagovat s thodopsinem a prendset tak dalsi a dalsi signal, ¢imz by za ostrého
svétla mohl pfehltit o¢ni nerv a zpisobit tak destrukei celé sitnice [3].

Krystalicka struktura komplexu Gy, s fosducinem odhalila mnohé detaily tykajici se

vazby obou proteint (viz. Obr. 7) [33].

Obr. 7 Stuzkovité zndzornéni komplexu Gy, s fosducinem [33]. Thioredoxinova C-koncova
doména fosducinu je zndazornéna modrou barvou. TFi fialové a-helixy N-koncové domény
fosducinu obklopuji zlaté znacenou f-podjednotku G, seshora. Doposud presné strukturné
nedefinovany region na N-konci fosducinu mezi aminokyselinami 37 aZ 66 je oznacen

zelenou barvou.

N-koncovd doména fosducinu interaguje s ¢asti Gy, kterd jinak zajiStuje interakci
s Gi. N-koncova doména se zda byt ponckud flexibilni a spiSe méné strukturovana,
predev§im v mistech, kterd nejsou v kontaktu s Gg,, proto je obtizné ziskat krystal

samotného fosducinu, pfipadné pouzit jinych biofyzikalnich technik, jako je nukleédrni
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magnetickd rezonance (NMR), ale v dneS$ni dobé uz je mozné i tyto nestrukturované
proteiny pomoci NMR fesit. Za pficinu znac¢né flexibility N-koncové domény fosducinu se
povazuje jeji znacnd hydrofilita. Helix 1 (H1) formuje jadro N-terminalni domény
a obsahuje funkcéné velmi dilezity Trp29 [37]. Obé dulezitd fosforylacni mista, Ser54
a Ser73, se nachéazeji ve flexibilni oblasti mezi helixy H1 a H2 (viz. Obr 5, str. 19). Poloha
téchto mist je vyhodné pro pfichdzejici PKA a CaMKII, které maji takto leps$i pfistup pro
fosforylaci, ale také samoziejmé pro pfichazejici fosfatasy [33]. Uéinnost blokace vazby
mezi fosducinem a Gy, se zvysi az tiistakrat v pripad¢ fosforylace pomoci CaMKII, oproti
PKA, ktera blokuje interakci pouze s tfikrat vétSi ucinnosti [8]. C-koncova doména
fosducinu sestava z péti f-listd a ¢ty a-helixti [33].

Pfi interakci fosducinu s G, nedochazi k vzajemné interakci obou jeho domén,
naopak obé domény obklopi p-listy G a vytvori tak rozsahly interakéni povrch mezi
fosducinem a Gip,. N-terminalni doména interaguje se vSemi f-listy Gg a to pravé ve
stejném misté, v jakém se G, vaZze s Gy-GDP. Dochazi tedy k fyzickému zabranéni
kontaktu Gy s Gi-GDP. C-terminalni doména vaze ¢astecné Gy a obklopi misto, kterym
se transducin bézné zachytdva do plasmatické membrany, a zaroven se zakryje i misto,
které umoznuje transducinu interagovat s thodopsinem. Thioredoxinova doména fosducinu
méa znacn€ negativni naboj, coz muze vést k tomu, Ze (i) miZe mimikovat negativni
elektrostaticky potencidl membrany a umoznit tak fosducinu 1épe odvést Gy
od membrany, nebo (ii) mize dochdzet k elektrostatické repulzi mezi negativné nabitou
membranou a thioredoxinovou doménou fosducinu, coz miize ulehcit odtah komplexu od
membrany. Celkova plocha Gy, piivodné odkrytd a pfistupnd okoli se vazbou fosducinu
zmensi o 2300 A%, Vyse zminény Trp29 pravdépodobné hraje diilezitou roli ve stabilizaci
N-terminalni domény fosducinu pii jeho vazbé s Gy, a to tvorbou malého hydrofobniho
Jadra pii jeho interakci s okolnimi aminokyselinami Gg podjednotky (Trp99 a Leull7)
[33]. Nekteré strukturni defekty vazby C-koncové domény k G pravdépodobné vedou ke
vzniku onemocnéni sitnice [38]. Vazba fosducinu s G, zplisobi vétsi zakryti povrchu Gygy,
nez vazba Gy, s Gy, a to az o 700 A® [33]. Poet iontovych a hydrofobnich interakci
v komplexu fosducin/Ggp, je také vétSi, nez v samotném transducinu Gieg,. Disociacni
konstanta komplexu fosducin/G, ma hodnoty od 17nM do 110nM [36, 39, 40], oproti
mnohem niZ§i afinit¢ v transducinu, kde mé disocia¢ni konstanta mezi Gi-GDP a Gy,
hodnotu cca 150nM [41]. Je zajimavé, ze ani Gy, ani fosducin nevdze Gy. C-koncova

doména fosducinu je pouze v té€sné blizkosti s Gy,. Toto je pouhy odhad, nebot’ pfi tvorbé
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krystalu byla zadmérn€é odstranéna C-koncova cast Gy, takze je tedy mozné, Ze
thioredoxinovd doména fosducinu n&jakym dal$im zplsobem interaguje s farnesylovanym
C-koncem Gy, [33]. Dale bylo zjiSténo, ze N-koncovd doména fosducinu vaze Gy
mnohem silnéji nez C-koncova doména a obé domény jsou na sobé nezavislé [6].

Pokud by fosducin plisobil stdle a stale by vazal Gg,, transducin by nemohl byt
obnoven a nedochdzelo by k pfenosu signdlu do mozku ani za mirné¢ho svétla. Proto musi

byt fosducin také regulovéan a k tomuto Gcelu slouzi pravé 14-3-3 protein.

2.2.3 Role 14-3-3 proteinu v regulaci fosducinu

Funkce 14-3-3 proteinu v ty€inkach sitnice oka pravdépodobné spociva v zachyceni
fosforylovaného fosducinu tak, aby nemohl interagovat s Gy [7]. Dalsi moZnou funkci
této interakce je ochrana fosducinu pifed proteolytickou degradaci ¢i defosforylaci.
Objasnéni struktury komplexu 14-3-3/fosducin by mohlo vyznamné pomoci pii feSeni
téchto otazek. V ramci své diplomové prace jsem se proto snazila provést zakladni
biofyzikalni charakterizaci tohoto komplexu.

Ve tmou adaptované sitnici dochézi k fosforylaci fosducinu pomoci PKA a CaMKII.
Fosforylacni mista Ser54 a Ser73 jsou pro ob¢ kinasy dostupna 1 v komplexu fosducin/Gyg,
[42], proto samotnéd fosforylace nevede pfimo k rozpadu komplexu, naopak se uvazuje
o konformacnich zménach v N-koncové doméné fosducinu v disledku fosforylace,
specialné v segmentu 37 az 66, coz mize vést ke slabé zméeéné interakéniho povrchu
fosducinu s Gg,. Ke konformac¢ni zméné mohou pfispivat i pozitivné nabité aminokyseliny
(Lys23, Arg30, Lys71) nachézejici se v tésné blizkosti fosforylaéniho mista Ser73 [6, 33].
Nedavné studie ukazaly, ze fosforylace fosducinu v misté Ser73 vede k posunu helixu H2
v N-koncové domén¢ fosducinu. Posun helixu je pravdépodobné zplisoben sférickymi
diivody a elektrostatickymi silami mezi H2 a fosfatem [6].

Po fosforylaci fosducinu a jeho zachyceni 14-3-3 proteinem, udrzuje 14-3-3 protein
fosducin ve vnitfnim segmentu ty€inek a pravdépodobné tak 1 brani jeho vazbé s G, (viz.
Obr. 8, str. 24) [7]. Naskyté se vsak i otdzka, zda je dalsi funkei 14-3-3 proteinu vzhledem
k fosducinu napt. i jeho ochrana vici proteasam ¢i fosfatasam po dobu, kdy fosducin
nevaze Gg,. Tyto a dal$i otdzky jsou motivaci pro dal§i zkouméani komplexu

14-3-3/fosducin.
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Obr. 8 Hypotetické schéma procesu adaptace tycinky v sitnici oka a to predevsim translokace
transducinu a fosducinu (Pdc). Obrdzek zachycuje vazbu Gy, fosducinem v diisledku
ozdreni tycinky svétlem. Ve tmou adaptované sitnici naopak dochazi k fosforylaci fosducinu
(.P"), ktery upusti Gy, Gy, prechdzi do vnéjsiho segmentu (Outer segment), kde miize
reasociovat s Gy, a vytvorit heterotrimerni transducin. Fosforylovany fosducin je drien
14-3-3 proteinem ve vnitinim segmentu tycinky (Inner segment). ,,R" znamena rhodopsin,

, R*“ znamenda aktivovany rhodopsin, ,,PP* znaci fosfatasy podilejici se na defosforylaci

fosducinu [9].

2.3 14-3-3 proteiny

2.3.1 Struktura a vyskyt

14-3-3 proteiny jsou rodinou kyselych regulacnich proteintl, jejichz hmotnost se
pohybuje od 28 do 33 kDa. 14-3-3 proteiny byly nalezeny ve vSech eukaryotnich buiikach

[43, 44] a hraji roli v mnoha procesech v organismu, napt. apoptosa, transkripce, regulace
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bunécného cyklu, rast a diferenciace bunék, intracelularni transport, bunécnd adhese,
strukturace cytoskeletu a dalsi [45 - 48]. 14-3-3 proteiny jsou také zapojeny do komplexii
vyskytujicich se v Siroké Skale neurodegenerativnich chorob, vcetné Creutzfeldt-Jakobovy
choroby [49-51], Alzheimera [52], Parkinsonovy choroby [53] a dalSich. V dnesni dob¢ je
znamo nékolik isoforem 14-3-3 proteini. U savch bylo identifikovdno sedm isoforem
oznacenych pismeny fimské abecedy S — 5 [54] (viz. Obr. 9). U kvasinek jsou znamy dvé

isoformy nazvané BMHI1 a BMH2 [55]. V rostlinné tisi bylo nalezeno doposud nejvétsi

mnozstvi 14-3-3 proteind a to patnact [56].

bata MTHDE SELVOKARLAEQRAERYDDMAAAME AVTEGHELENEERN LLEVAYKNVVGARRSEWRVISSTEQKTE - -mmwmnml
zeta - -MDKNELVQEAKLAEQAERY DDMAA CME SVTEQGAEL SHEERNLL SVAYKNVVGARRSSWRVVE S IEQKTE - -GAEXEQOMAREYREK IE
theta - -MEKTEL IQKAKLAEQAERYDDMAT CMEAVTEQGAEL SHEERNLL SVA YKNVVGGRRSANRY 1 85 TEQKTD - ~TSDKKLOLIKDYREKVE
sigma - -MERASLIQRAKLAEQAERY EDMAA FMEGAVEKGEEL S CEERNLL SVAYKNVVGGORAANRYLS S IEQR SHEEGSEERG FEVREYREKVE
eta -MGDREQLLYRARLAEQAERYDDMAS AMKAVTE LNE PLENEDRNLL SVA YENVVGARRS SHRVI S S TEQKTMADGNEKKLEKVEAYREK TE
gamma -MVDREQLVOKARLAEQAERY DDMAAAMKNVTELNE PLSNEERNLL SVAYKNVVGARRS SWRV IS5 IEQRTS ADGNERK I EMVRAYREK IE
ﬂplilﬂn -;wmmmummmmm ISSIEQREENKGGEDKLFMIREYROMVE
beta AELODICNDVLELLDKYLIF- - NATOPESKVFY LEMEGDY FRYL SEVAS GDNKO TTVSNSOOAY OEAFET SKKEMOPTHR IRLGLALNF SV
zeta TELRDICNDVLSLLEKFLIP--NASQAESKVFYLEMEGDYYRYLAEVAAGD DEEGIVD SEEEMQPTHPTRLGLALNFSV
theta SELRSICTTVLELLDKYLIA--NATHEFESKVFYLEMEGDY FRYLAEVACGDDRKOT IONSGGAYOEAPDI SEXEMOPTHR IRLGLALNF SV
Iigﬂ.ﬂ TELOGVCD TVLGLLD SHLIE- -EAGDAES RVFY LEMEGD Y Y RYLAEVATGDDERRI ID SARSAYOEAMD I SEEEMPPTHF IRLGLALNF SV
ata KELETVCNDVLS LLDKF LI KNCRDFOY ESKVFY LEMKGD Y Y RY LAEVAS GEKKNSVVEASEARYKEAFEI SKEQMOPTHP IRLGLALNFSV
gamma KELEAVCQDVLSLLDNY LIKNCSETQYESKVEY LEMEGDYYRYLAEVATGEFRATVVE SSEKAY SEAHET SKEHMOPTHE IRLGLALNY SV
epsilon TELKLICCDILOVLDKHLIP- - ARNTGESKVEY Y EMEGDYHR Y LAE FATGN DRKEAAENSLVAYKAASDIAMTEL PPTHP IRLGLALNF SV
beta FYYEILNSPEFACS LAXTAFDEATAELDTINEE SYKDSTLINQLLRONLTLNT SENQGDEGDAGEGEN == === ===
zota FYYEILNS PENACS LAKTAFDEATAELDTLS EES YKDSTLIMOLLRDNLTLWT SDTQGDEAEAGEGGEN - -~ -~
theta FYYEILNNPELACTLAKTAFDEATAELDTLNED SYKDSTLIMGLLRONLTLNT SDSAGEECDAREGAEN- == ===~
sigma FHYEIANSPEEATSLAKTTFDEAMADLHTLS EDSYKDSTLIMOLLRONLTLNT ADNAGEEGGEAPQERQS —— -~
ata FYYEICHAPEQRCLLAKOAFDDAIAELDTINED SYKDS TLIMOLLADNLTLWT SDO0DEEAGEGH === == === ===
gamma FYYEIQNAPEQACHLAXTAFDDATAELDTINED SYKDS TLIMOLLADNLTLNT SD0Q0 DDGGEGHN -~ - - ~~ ~——=
epsilon FYYEILNSPORACRLAKAAFDDATAELDTLS EESYKDS TLIMOLLRONLTLWT SDMOGDGEEGNEEALODVEDERG

Obr. 9 Porovnani sekvenci lidskych isoforem 14-3-3 proteinii. Stinovani vypovida o sekvencni

shodé jednotlivych isoforem [57].

Vsechny isoformy tvoii v buiice dimery. Tvorba dimeru souvisi s jejich funkci a je
pro jejich funkci nezbytna [58 - 61]. Isoformy mohou tvofit bud’ homodimery, nebo
heterodimery, vyjimkou je sav¢i o isoforma, kterd je schopna tvofit pouze homodimer [62].

Vznik ndzvu 14-3-3 proteinu se datuje do 60. let 20. stoleti zasluhou Moora a Pereze,
kteti identifikovali 14-3-3 proteiny jako malé kyselé proteiny nachéazejici se v extraktu
z mozkovych tkani savci (krysa, kralik, skot). Naslednd purifikace proteinu pomoci
dvojdimenziondlni DEAE-celulosové chromatografie ukézala jeho polohu ve frakci 14.
V dalSim kroku purifikace zahrnujicim Skrobovou elektroforézu byla migracni poloha

proteinu ve frakei 3.3 [63].
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Doposud bylo identifikovano pies 300 vazebnych partnerti, ktefi jsou schopni se
14-3-3 proteiny interagovat. V roce 1996 bylo zjisté€no, Ze pro interakci vazebného partnera
se 14-3-3 proteinem je nutnd fosforylace partnera a byly navrzeny dva vazebné motivy,
které by mél vazebny partner pro interakci se 14-3-3 obsahovat: RSXpSXP
a RX(Y/F)XpSXP, kde pS znaci fosforylovany serin (nebo threonin) a X znaci libovolnou
aminokyselinu, kromé cysteinu [64, 65]. Tyto motivy byly charakterizovany studiem
vazby malych fosforylovanych a nefosforylovanych peptida [45, 46, 64, 66]. Dalsi studie
ukdzaly, Ze existuje i jiny, tieti vazebny motiv —pS/pTX;,-CO,H, kde X neni prolin [67].
Dlouho se myslelo, ze pro interakci je nutna fosforylace vazebného partnera, ovSem
pozdéji se ukézalo, Ze existuji 1 nefosforylovani vazebni partnefi, ktefi jsou schopni se
14-3-3 interagovat a to dokonce s vEtsi afinitou, nez v ptipadé fosforylovanych vazebnych
partneri. Jednd se o synteticky vyrobeny peptid R18, obsahujici aminokyselinovou
sekvenci WLDLE, kterd je pro vazbu dulezita [68, 69]. Dale se zjistilo, Ze vSichni vazebni
partnefi nemusi obsahovat piesnou sekvenci jednoho ze tfi vazebnych motivl [70] a navic
mohou k vzdjemné interakci pfispivat i jiné druhy vazebnych sil [71]. Mezi vazebné
partnery 14-3-3 proteinti se fadi napt. proteinkinasy (napt. PKC [72]), fosfatasy (napft.
Cdc25A [73]), receptory, G-proteiny a s nimi spojené proteiny (napi. RGS3 [71, 74]),
enzymy podilejici se na syntéze neuropienasecii (napi. serotonin N-acetyltransferasa [75)),
nékteré strukturni a cytoskeletarni proteiny a dalsi.

Casto vazebni partnefi obsahuji dva vazebné motivy, proto je pro vazebného partnera
1 14-3-3 protein vyhodna tvorba dimerti 14-3-3 proteind. 14-3-3 proteiny ovSem mohou
vazat 1 dva proteiny nardz a to kazdy sjinym vazebnym motivem [58 - 61]. Kazdy
monomer dimerniho 14-3-3 proteinu sestava z deviti antiparalelnich a-helixt, které jsou od
N-konce postupné ocislovany od 1 do 9. Jednotlivé helixy jsou propojeny rtizné dlouhymi
flexibilnimi ohyby [52, 76, 77]. Kazdy monomer obsahuje amfifilni Zlabek a ten pak po
spojeni obou monomert tvoifi vazebné misto pro ligand (viz. Obr. 10, str. 27). Kanal

vytvorfeny po spojeni obou zlabkii je asi 20 A hluboky a asi 40 A $iroky a dlouhy [45].
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Obr. 10 Krystalova struktura lidské isoformy 14-3-3a ve stuzkové reprezentaci v pohledu zepredu
a zespoda [78]. Tato isoforma tvori homodimer. Jednotlivé monomery maji vyznaceny

o-helixy a jsou oznaceny cervené a modre.

Sekvence aminokyselin v amfifilnim Zzlabku zistavd vramci vSech isoforem znacéné
konzervovana, proménlivé sekvence jsou pak pozorovany na povrchu dimeru [77].
Dimerni struktura je zajiSténa elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi aminokyselin
z helixt H1 a H2 jednoho z monomerd spole¢né s aminokyselinami z helixi H3 a H4
druhého monomeru [45, 62].

Na vazbé vazebného partnera se podili aminokyseliny helixd H3, H5, H7 a HO,
konkrétné aminokyseliny Lys49, Arg56 a Tyr128, jez maji hlavni funkci pfi vazbé fosfatu
u isoformy ¢ a nachazeji se v centralnim kanalu [79].

Dimerni struktura 14-3-3 proteinu je zna¢n¢ rigidni. Vyjimku tvofi flexibilni C-konec
monomeru 14-3-3 proteinu, jehoz struktura se lisi v rdmci riznych isoforem. Piesna
struktura C-koncové ¢asti nebyla doposud charakterizovana, vzhledem k jeji flexibilni
povaze [65, 76, 77, 79, 80]. N&kolik studii naznacuje, Ze je C-termindlni segment zapojen
do regulace vazby ligandu [76, 81, 82]. C-konec obsahuje jedno ze ctyf fosforylacnich
mist, nachdzejicich se u 14-3-3 proteind. Jednd se o Ser/Thr232. Studie ukazaly, Ze
pfitomnost vazebného partnera — fosfopeptidu — a fosforylace Thr232 kaseinkinasou Ia
zpusobi znacny nartst flexibility C-koncové domény 14-3-3 proteinu [83]. Naopak
v nepiitomnosti vazebného partnera dochazi k okupaci vazebného zlabku 14-3-3 proteinu
jeho C-koncem [84, 85]. Také bylo dokazdno, Ze nckteré isoformy (napf. jeCmenna
isoforma 14-3-3A) pfirozen¢ odstranuji sviij C-konec [86]. U nékterych isoforem byla

prokédzana leps$i afinita k vazebnému partnerovi, jiné isoformy pak naopak odstranénim
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C-konce ztratily Gplnou schopnost vazebného partnera vazat. Tento fakt poukazuje na
dilezitost C-koncové ¢asti 14-3-3 proteinu.

Vazbu vazebného partnera muze ovlivnit 1 jeho acylace. Napf. nepalmitoylovany
protein CD81 prokazal silnou asociaci se 14-3-3¢ [87]. Bylo zjisténo, ze nékteré malé
molekuly, naptf. terpenoid fusicoccin, zesiluji vazbu 14-3-3 proteinu k plasmatické
membrané H -ATPasy v rostlinach a to stabilizaci interakce mezi C-koncem H'-ATPasy

a vazebnym zlabkem 14-3-3 proteinu [88].

2.3.2 Funkce

Funkce 14-3-3 proteinit miize byt v zakladu rozdélena do tif mechanismi [89]:

a) 14-3-3 proteiny mohou menit konformaci svych vazebnych partnerii. Pokud je
vazebnym partnerem napf. enzym, zména konformace enzymu muze vést k aktivaci, nebo
deaktivaci jeho enzymové aktivity. Napt. serotonin N-acetyltransferasa (AANAT) je
vazbou se 14-3-3 aktivovana [75, 80]. Naopak nitratreduktasa je vazbou inhibovana [90].

b) 14-3-3 mohou fyzicky obklopit urcitou sekvenci, nebo strukturni motiv vazebného
partnera, nebo jej mohou naopak zpristupnit. Napf. vazbou transkripéniho faktoru
FKHRL1 miZe regulovat jeho pohyb mezi cytoplasmou a jadrem [91].

c) 14-3-3 proteiny mohou fungovat jako jakési leSeni (angl. scaffolding protein)
a zprostiedkovat vazbu mezi dvéma jinak neinteragujicimi proteiny. Kazdy z monomerii
14-3-3 vaze jeden protein. Piikladem mulze byt zprostfedkovani interakce mezi Raf-1
kinasou a proteinkinasou PKC-{ [92].

Vsechny tfi mechanismy jsou zobrazeny na Obr. 11, str. 29.

Dale bylo navrZzeno, Ze vazba 14-3-3 proteinu na vazebného partnera miize zabranit
jeho defosforylaci a tim i degradaci [67, 75]. Tato funkce by moZna mohla byt spojovana

1 s fosducinem.
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Obr. 11 Schématické zndzornéni funkce 14-3-3 proteinii. V éasti ,,A* zpiisobuje 14-3-3 protein
zménu konformace fosforylovaného (,,P*) vazebného partnera. V casti ,,B* 14-3-3
maskuje urcitou aminokyselinovou sekvenci, ktera je zodpovédnd za vazbu proteinu
s jinym vazebnym partnerem. V casti ,,C* zprostiedkovava 14-3-3 protein vazbu dvou
navzdajem neinteragujicich proteinii a funguje tak jako jakési molekulové leSeni

(,, molecular scaffold ). PFevzato a upraveno z [89].

2.3.3 Regulace 14-3-3 proteini

Jelikoz hraji 14-3-3 proteiny diilezitou roli v mnohych bunéénych procesech, jejich
funkce musi byt regulovana a tim i kontrolovdna. Mnoho isoforem 14-3-3 proteint,
s vyjimkou ¢ isoformy, je pfitomno v rliznych tkdnich a vdzou své vazebné partnery
s podobnou afinitou. Proto se zdd, Ze jsou vazebné vlastnosti 14-3-3 proteind regulovany
na Urovni translace, respektive béhem post-translacni modifikace, nebo vazbou kofaktort
[88, 93 - 95]. Jednou z dobie prostudovanych post-translacnich modifikaci je fosforylace
14-3-3 proteinu. 14-3-3 proteiny obsahuji tfi az ¢tyfi fosforylaéni mista (v zévislosti na
obsahu C-koncové cCasti), konkrétné Ser58, Ser63, Ser184 a Ser/Thr232. Tato fosforylacni
mista byvaji fosforylovina mnohymi kinasami tGCastnicimi se bunééné signalizace
a regulace [95 - 97]. Ser58 a Ser63 jsou v lidské izoformé { lokalizovany na rozhrani obou

monomerd. Fosforylace Ser58 pravdépodobné zapfiCiituje rozpad dimeru na monomery,
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coz vede ke ztrat¢ funkce 14-3-3 proteinu [98, 99]. Ser184 a Ser/Thr232 jsou umistény
v sousedstvi vazebného Zlabku a jejich fosforylace pravdépodobné zplisobuje snizeni
schopnosti vazat vazebného partnera [83, 84, 100 - 102]. Fosforyla¢ni misto Ser/Thr232 se
nachazi na C-konci 14-3-3 proteinu, jehoz funkce je popséana v kapitole 2.3.1.

DalSimi zplisoby regulace jsou exprese gent 14-3-3 proteinli a regulace na urovni

ligandu — vazebného partnera.
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3 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je pfiprava a biofyzikalni charakterizace komplexu

proteint 14-3-3 a fosducinu (Pd).

Dilci cile této prace jsou:

Exprese 14-3-3 proteinu isoformy { wt (zkratka z angl. wild type, tj. divoky, pfirozené
se vyskytujici typ) v bakteriich (kmen E. coli, BL21(DE3)) a jeho naslednd purifikace
s cilem zisku miligramovych mnoZstvi.

Exprese 14-3-3 proteinu isoformy (noW (mutant WS59F a W228F neobsahujici
aminokyselinu tryptofan) v bakteriich (kmen E. coli, BL21(DE3)) a jeho nasledna
purifikace s cilem zisku miligramovych mnozstvi.

Exprese proteinu fosducinu (Pd wt) v bakteriich (kmen E. coli, BL21(DE3)) a jeho
nasledna purifikace s cilem zisku miligramovych mnozstvi.

Exprese mutantnich forem fosducinu (PdQ52K, PdQ52KS73A) v bakteriich (kmen
E. coli, BL21(DE3)) a jeho naslednd purifikace scilem zisku miligramovych
mnozstvi.

Pomoci PKA in vitro fosforylovat v§echny purifikované formy fosducinu.

Pomoci nativni elektroforézy sledovat vznik komplexu 14-3-3/Pd.

Pomoci limitované proteolyzy charakterizovat flexibilni oblasti fosducinu v zavislosti
na jeho vazbé se 14-3-3.

Pomoci ultracentrifuga¢nich technik zjistit stechiometrii komplexu a odhadnout
disocia¢ni konstantu K.

Pomoci casové-rozlisené tryptofanové fluorescence popsat konformacni zmény

fosducinu zptsobené vazbou proteinu 14-3-3.
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4 Metody a material

4.1 Pouzity material
4.1.1Chemikalie

e agar - Carl Roth GmbH, Némecko

e agarosa - Carl Roth GmbH, Némecko

e akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

e ampicilin - Sigma, USA

e ATP - Sigma, USA

e bacto trypton (pepton) - Carl Roth GmbH, Némecko

e bacto yeast extract (kvasni¢ni extrakt) - Carl Roth GmbH, Némecko
e  bézné chemikalie - Lachema a.s., Neratovice

e  Dbis-akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

e bromfenolova modr - Sigma, USA

e Coomassie Brilliant Blue R-250 - Lachema a.s, CR

e DTT (dithiotreitol) - Carl Roth GmbH, Némecko

e EDTA - Sigma, USA

e glycin - Carl Roth GmbH, Némecko

e imidazol - Carl Roth GmbH, Némecko

e IPTG - Sigma, USA

e NP40 - Sigma, USA

e persulfat amonny - Sigma, USA

e SDS - Sigma, USA

e  siran nikelnaty - Penta, CR

e TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) - Carl Roth GmbH, Némecko
e  TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) - Carl Roth GmbH, Némecko
e trypton - Carl Roth GmbH, Némecko

e  [-merkaptoethanol - Carl Roth GmbH, Némecko

Vsechny chemikalie byly nejméné ¢istoty p.a.
4.1.2 Pristroje

e centrifuga - pro koncentrovani proteini — Eppendorf 5804R, rotor A-4-44

e centrifuga - pro mikrozkumavky — MPW 52, rotor no. 11 3271, Australie
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e  centrifuga - rotor GSA a SS34 — Sorval RC-5B, DuPont Instruments, USA
e fotonasobi¢ - Hamamatsu, R3809U-50, Japonsko

e chromatografie - HPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Svédsko

e  sonikator - Ultrasonic Processor, Cole Farmer, USA

e  Spektrofluorimetr - Photon Counting PC1 ISS, USA

e  Spektropolarimetr - J-810 - Jasco, Japonsko

e tiepacka miniprept — Shaking Incubator HandyLab"System, N-Biotek, Korea
e tiepacka litrovych LB médii — InforsHT Multitron, Inforsag, Némecko

e ultracentrifuga ProteomeLab-XL I, USA

e UV-LED excitace - PicoQuant, PLS 295-10, Némecko

e  UV-VIS absorpéni spektrofotometr - Agilent 8453, USA

4.1.3 Ostatni material

e dialyza¢ni membrana - MCO (Molecular weight cut off) 14000 - Roth, Némecko

e FE.coli BL21(DE3) - Stratagene, USA

e chymotrypsin A — Sigma-Aldrich, USA

e inhibitor proteas SigmAFAS™ Protease Inhibitor, Sigma-Aldrich, USA

e [ysozym - New England BioLabs, USA

e naplné do kolon a kolony - Amersham Biosciences, Svédsko

e vektor - pET-15b - Invitrogen, USA

e PKA - Promega, USA

e standard molekulovych vah - Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad, USA
e  trypsin - Sigma-Aldrich, USA

4.2 Plasmid

Pro pokusy byly pouzity plasmidy (vektory) pET15b. V nich byly zaklonovany geny
kodujici fosducin Pd wt, mutantni protein fosducinu PdQ52K, PdQ52KS73A, 14-3-3( wt
protein a 14-3-3(noW protein. Gen se ve vektoru nachazi ve vSech ptipadech mezi dvéma
restrikénimi misty pro endonukleasy Nde 1 a BamH 1. Vyhoda plasmidu pET15b spociva
v jeho rezistenci vi¢i antibiotiku ampicilinu. Dal§i vyhodou je obsah mist kdodujicich
tzv. His-Tag, coz je motiv Sesti za sebou jdoucich histidini na N-konci proteinu,
usnadiiujicich purifikaci proteinu  za pouziti niklové chelatacni chromatografie
(viz. kapitola 4.10.1). Plasmid dale obsahuje $tépné misto pro proteasu thrombin,

umoziujici odStépeni His-Tagu od proteinu.
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4.3 Kaultivace bakterii

Bakterie byly nejdtive kultivovany na pevném LB agaru v Petriho miskach pti 37 °C.
Nasledné byly pfeneseny do kapalného LB média a kultivovany pii 210 ot./min. opé&t pii
37 °C. Do kultiva¢nich smési (pevné i kapalné) bylo pfidano antibiotikum ampicilin tak,
aby jeho finalni koncentrace &inila 100 pg - ml”'. Bakterie nesouci plasmid pET15b jsou
odolné vii¢i ampicilinu, tudiz se mohou mnozit v prosttedi obsahujicim toto antibiotikum.

Ostatni nerezistentni bakterie v tomto prostiedi nerostou.

Priiprava LB média
Do litrové Erlenmayerovy baiky byla pfipravena smés 10 g tryptonu, 5 g
kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl a doplnéna do 1 | destilovanou vodou. pH bylo upraveno

na 7,4. Roztok byl nasledné sterilizovan v autoklavu.

Piiprava LB agarovych misek

Smes 10 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl, 20 g agaru byla doplnéna
do 1 1 destilovanou vodou. Nésledné byl roztok sterilizovan v autoklavu a ochlazen. Poté
byl ptidan 1 ml ampicilinu o koncentraci 100 mg - ml" a roztok byl promichan. Takto

ptipraveny roztok byl nalit do Petriho misek (cca 15 ml na jednu Petriho misku).

4.4 Skladovani bakterii

Pti kratkodobém skladovani byly bakterie na Petriho miskach uchovavany pii teploté
4 °C tak, aby nedoslo k jejich vyschnuti. Pfi dlouhodobéjsim skladovani byly cCerstvé
narostlé bakterie v zivném bujonu smichdny se sterilnim glycerolem do vysledné

koncentrace 30 % a uloZeny v mrazicim boxu pii -80 °C.
y p

4.5 Expresni systém

Exprese proteind byla provadéna v bakteridlnim expresnim systému. Byly pouzity
bakterie E. coli BL21(DE3). Tyto kmeny bakterii jsou vhodné pro dlouhodobé uchovani
a efektivni expresi proteinli umoznujici indukci pomoci IPTG. IPTG (isopropyl —f — D —
thio - galaktopyranosid), derivat galaktosy, je induktorem exprese rekombinantnich

proteini. Po jeho pfidani k bakteridlni kultufe transformované vektorem pET15b
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obsahujicim gen pro dany protein, dojde ke spusSténi proteosyntézy rekombinantniho
proteinu.

Bakterie E. coli BL21(DE3) maji ve svém genomu gen pro 77 RNA polymerasu.
Tento gen je pod kontrolou lacUVS5 promotoru. Navic tento kmen bakterii neprodukuje
proteasy Lon a OmpT, které by mohly protein naseho z4jmu degradovat. Gen pro 77 RNA
polymerasu byl ziskan z bakteriofdga T7 a koduje vysoce procesivni RNA polymerasu
rozeznavajici pouze T7 promotor. JelikoZ je tento gen pod kontrolou lacUVS promotoru,
chova se jako lac operon, tj. lac represor, ktery je produktem lacl genu, je navézan na lacO
operatorovou sekvenci obsazenou v lacUV5 promotoru a brani bakteridlni RNA
polymerase v nasednuti. Pfidavek IPTG do média zplisobi jeho vazbu na lac represor, ¢imz
dojde k jeho inhibici. To vede k nasednuti bakteridlni RNA polymerasy a nésledné
transkripci genu pro 77 RNA polymerasu. Tato polymerasa rozeznava pouze T7 promotor,
ktery se nachazi pfed genem pro protein naseho zdjmu. Tento systém je velmi u¢inny a po
nékolika hodinach po indukci miZze nas protein tvotit az 50 % z celkového mnoZzstvi v§ech
bakterialnich proteind.

Do LB média bylo napipetovdno antibiotikum (ampicilin) tak, aby jeho finalni
koncentrace &inila 100 pg - ml™". Jedna kolonie bakterii byla naotkovana pomoci sterilniho
ocka do 5 ml LB média. Nasledn¢ byly bakterie inkubovany ptes noc pti 37 °C v tfepacce
za konstantniho tfepani (210 ot./min.). Déle bylo 5 ml bakteridlni kultury pteneseno do 1 1
LB média spolu s antibiotikem, jehoZ finalni koncentrace byla op&t 100 pg - mI™". Nésledn&
byly bakterie inkubovany do té doby, nez dosahly optické density 0,6 — 0,7 pfi A = 600 nm.
Poté byla exprese rekombinantniho proteinu indukovdna pomoci IPTG (findlni
koncentrace 0,5mM). Bakteridlni kultura byla inkubovana pfes noc v tfepacce za

konstantniho tfepani (200 ot./min.) pii 25 °C.

4.6 Transformace bakterii

Transformace je proces vniknuti (resp. vneseni) DNA plasmidu do buniky recipienta.
Dojde tak k horizontdlnimu pfenosu genetické informace z donorového kmene bakterii do
kompetentnich bunék. Tento proces se provadi tzv. metodou teplotniho Soku (angl. heat
shock), kdy jsou bakterie nejdiive inkubovany v ledu a nésledné se vnoii na 45 s do lazné
o teplot¢ 42 °C. V tu chvili dojde k vneseni plasmidové DNA. Nasledné se suspenze

bakterii vnotina 2 minuty do vody o teploté 0 °C.
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50 pl kompetentnich bun¢k (E. coli BL21(DE3)) bylo pfeneseno do zkumavky.
Naésledné k nim byl pfidan 1 pl plasmidové DNA. Roztok byl inkubovan 20 minut v ledové
lazni za obCasného jemného promichani. Nasledoval ,/eat shock®. Bakterie s vnesenym
plasmidem byly dale pfidany k 10x nasobku LB média a vloZeny do inkubétoru na 1 4 pii
37 °C. Nasledné byla smés bakterii s LB médiem nanesena na Petriho misky obsahujici
pevné LB médium a ampicilin o finalni koncentraci 100 pg - ml"'. Misky byly umistény do
inkubatoru a naockovana bakterialni kultura byla inkubovana ptes noc pii 37 °C. Jelikoz
vneseny plasmid nesl gen pro rezistenci vici ampicilinu, na Petriho miskdch narostly

pouze bakterie, které plasmid uspésné piijaly.

4.7 Preparativni centrifugace

Preparativni centrifugace je metoda slouzici k separaci komplexnich smési
a frakcionaci bunéénych komponent. Preparativni centrifugace byla pouzita pro oddéleni
bakterialniho podilu od kapalné ¢asti LB média a to pii otackach 3400 ot./min. po dobu
20 minut pii 4 °C, a pro zisk roztoku proteinu zbaveného zbytka bakterii po sonikaci (viz.

kapitola 4.8), a to pti 13500 ot./ min. ve 4 °C po dobu 40 minut.

4.8 Sonikace

Sonikace je dezintegracni metoda, kterd krozruSovani bunck a tkani vyuziva
ultrazvukovych vin. Sifici se ultrazvukové viny zpisobuji jev zvany kavitace. Ten je
zaloZen na faktu, Ze béhem §ifeni ultrazvukovych vin dochazi v nékterych mistech roztoku
k jejich zfedéni a n€kde naopak stlaceni. V mistech zifedéni pak vznikaji dutiny urcitych
velikosti, které v mistech stlaceni opét zaniknou. Pti zaniku dutin pak dochazi ke vzniku
tlakové viny, kterd umozituje samotnou destrukei, je tedy destrukénim prvkem.

Pfed samotnou sonikaci byla peleta ziskdna z1 1 bakteridlni kultury
a resuspendovana ve 25 ml lyzovaciho pufru a déle inkubovéna s /ysozymem (konecna
koncentrace ¢&inila 100 pug - ml™) pii 4 °C, za stalého konstantniho michéni po dobu
30 minut. Lysozym je enzym obsazeny ve slinach, krevni plazmé, nebo vajecném bilku.
Tento enzym specificky $tépi nékteré glykosidové vazby v proteoglykanech bunécnych
stén bakterii.

Béhem sonikace byla kadinka s obsahem bakterialni kultury chlazena (umisténim do

misky s ledem). Samotny proces sonikace byl provadén pierusovang, aby nedoslo k zahtati
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vzorku, a to nasledovné. Na 6 1 plvodniho roztoku bakterii v LB médiu byl nejdiive
nastaven celkovy cas sonikace na 13 minut, pfi tfisekundovém pisobeni ultrazvuku
a sedmnactisekundovymi odmlkami. Nasledné byl roztok michan v chladu po dobu
5 minut. Nasledovala dalSi sonikace s celkovym casem 6 minut a stejnymi intervaly
sonikace a odmlk (3 s/ 17 s).

Nésledné byl roztok odstiedén (viz. kapitola 4.7) po dobu 40 minut, pii — 4 °C
a 13500 ot./min. Byl pouzit rotor SS34. Vznikla peleta obsahovala rozrusené ¢asti bunééné

stény, organely apod., supernatant pak obsahoval proteinové frakce.

Slozeni lyzovaciho pufru:
e 1x PBS; 1M NaCl; 2mM imidazol; 0,01% NP40 (v ptipadé 14-3-3 nebyl pouzit);
4mM p — merkaptoethanol

Slozeni 10% PBS:
e 1,36M NaCl; 27mM KCI; 50mM Na,HPO,; 18mM KH;PO4

4.9 Dialyza

Pii vétsin€ biochemickych experimentil je asto potieba precistit roztok ziskdvaného
proteinu, Cili zbavit roztok nizkomolekuldrnich latek, zménit pH apod. Pravé k tomuto
ucelu se pouziva metoda zvana dialyza.

Dialyza je tedy metoda, umoziujici odd¢leni latek na zéklad€ jejich velikosti a to
pfes semipermeabilni membranu, kterd propousti pouze Castice (molekuly, atomy, ionty)
o malé velikosti (nizkomolekularni latky). Naopak zabranuje prichodu velkym c¢asticim
(napt. makromolekuldm, biomakromolekulam). Nizkomolekularni latky se pohybuji ptes
membranu ve sméru koncentracniho gradientu. V okamziku, kdy se koncentrace latek
prochazejicich membranou na obou strandch vyrovnaji, proces se zastavi. O tom, jaké
Castice dané velikosti projdou skrz membranu, rozhoduje piedevSim velikost port
v membrang. Déle slouzi dialyza k vyméné prostiedi, ve kterém je latka rozpusténa.

Rychlost dialyzy zavisi na koncentracnim spadu (zpoc¢atku je nejrychlejsi, postupné
se zpomaluje), ktery je pfedevsim ovlivnén pomérem objemi vné a uvnitt membrany, ¢ili
1 tlakem, ktery uvnitf membrany vznika (pfetlak). Déle rychlost tohoto procesu zéavisi na
teploté, na poctu a velikosti pérti v membrang, na sile membrany, na elektrickych vztazich

mezi membranou a difundujicimi ¢asticemi a na velikosti plochy membrany [103].
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Semipermeabilni membrana, se kterou jsem pracovala, je ,konstruovana“ jako duta
trubice do které se vnasi roztok, ktery chceme dialyzovat. Byla ustfihnuta potfebna délka
dialyza¢ni trubice a do ni byl napipetovan proteinovy roztok. Nasledné byla dialyzacni
trubice z obou stran utésnéna pomoci svorek a poté byla takto naplnéna dialyzacni trubice
cela ponofena do kadinky s pufrem (pouziva se kviili mal¢ stabilit¢ nékterych biomolekul
v oblasti s nizkou iontovou silou a kviili vhodnému pH). Proteinovy roztok byl dialyzovan
pfes noc za stalého michani ve 4 °C. Chlazeni se pouziva k ptredchazeni denaturace
proteinu, pfipadné mnozeni mikroorganismu.

Materidl dialyza¢nich membran se méni. Dfive se pouZivaly membrany napf.
z celofanu, pergamenu, nebo membrany zvifeciho piivodu — stfeva, vaje¢né blanka, rizné
méchyie. Nyni je na trhu velké mnoZstvi riznych membran, které je mozno zakoupit
a vybrat si napf. podle jejich poérovitosti, materidlu a predevs§im ceny. Z dnesSnich materiali
pouzitych pro dialyzaéni membrany je mozno zminit napf. pfirodni celofan, ale i jiné

umglé polymery.

PouZita membrana: MCO (Molecular weight cut off) 14000 (propustnd pro molekuly
s Mr < 14000).

SloZeni dialyzacniho pufru po niklové chelatacni chromatografii (viz. kapitola 4.10.1):
e 20mM NaCl, 50mM TRIS (pH = 8), 2mM EDTA, 5SmM DTT

SloZeni dialyzacniho pufru po aniontové iontové-vyménné chromatografii (viz. kapitola
4.10.2):
e 20mM TRIS (pH =7,5); ImM EDTA; 5SmM DTT; 100mM NaCl; 10% glycerol (pro

ptipad zamraZzeni)

SloZeni dialyzacniho pufiru pro odstranéni ATP (viz. kapitola 4.14):
e 20mM TRIS (pH = 7,5); ImM EDTA; 100mM NaCl; 3mM p-merkaptoethanol;
10% glycerol

4.10 Chromatografie

Chromatografické metody vSeobecné slouZzi k separaci dvou latek, z nichZ jedna se

zachytdva na tzv. stacionarni fazi (SF) a druhd ptfechazi do tzv. mobilni faze (MF). Obé¢
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tyto faze jsou vzdjemné nemisitelné. Stacionarni faze mize byt kapalina, nebo pevna latka.
Mobilni faze pak kapalina (nemisitelnd s kapalnou MF), nebo plyn. Podle toho, v jakém
skupenstvi se jednotlivé faze nachazi, déli se chromatografie na kapalinovou (LC — Liquid
Chromatography) (MF — kapalina, SF — pevnd latka (LSC — Liquid-Solid
Chromatography), nebo kapalina (LLC — Liquid-Liquid Chromatography)), a plynovou
(GC — Gas Chromatography) (MF — plyn, SF — vétSinou sorbent nebo nosi¢ pokryty
kapalnou fazi).

Dale se chromatografické metody déli podle usporadani stacionarni faze:

e Kolonova chromatografie — stacionarni faze je umisténa v kolon¢

e Plosné techniky:
Papirova chromatografie (PC — Paper Chromatography) — stacionarni faze je
soucasti chromatografického papiru.
Tenkovrstva chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography) — stacionarni
faze je umisténa na pevném plochém podkladu (napi. sklenéné desce nebo
hlinikové folii).

Dalsi déleni chromatografickych metod spociva v déleni podle povahy dé&je, ktery
prevlada pfi separaci (adsorpce, absorpce, déleni podle poérovitosti stacionarni faze, déleni
podle elektrostatickych pfitazlivych sil, jiné specifické afinity ke staciondrni ¢i mobilni
fazi, apod.)

Casto se vyuziva i tzv. vysoce uéinna kapalinova chromatografie (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography), které se provadi za vyssiho tlaku, nez je bézny pro
LC [104].

Detekce proteinii na chromatografickém zatizeni AKTAprime™  (Amersham
Biosciences, Svédsko) pro HPLC v nasi laboratoii se d&je pomoci absorbance eluatu pfi

280 nm.

4.10.1 Niklova chelata¢ni chromatografie

Jedna se o obdobu afinitni chromatografie. U této chromatografické metody dochazi
k navazani Ni*" iontd do stacionarni faze, ktera byla v mém ptipadé tvofena chelatujici
sepharosovou matrici (Amersham Biosciences, Svédsko). Navazané Ni*™ mohou reagovat
jako elektrofil s nékterymi proteiny obsahujicimi volné elektronové pary a vytvofit tak
koordina¢ni vazby. Takovouto aminokyselinou je napf. histidin. Interakéni produkt pak

vypada jako na Obr. 12, str. 40.
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Obr. 12 Interakce chelatovaného Ni** s imidazolovymi heterocykly histidinu.

Tato metoda umozituje oddélit proteiny obsahujici His-Tag, coz je motiv Sesti
histidinti za sebou, od ostatnich proteind, které His-Tag neobsahuji. Motiv Sesti histidini
1ze do proteinu zakomponovat vlozenim daného kodujiciho tiseku do plasmidové DNA.

Postup pfti pripravé kolonky byl nasledujici. Do specidlni plastové kolonky byla
vnesena chelatujici sepharosova matrice. Sepharosovy gel byl nejdiive promyt. Béhem
promyti doglo k navazani Ni*" iontii na stacionarni fazi — chelatujici sepharosu. Déle bylo
mozné na kolonu nanést roztok proteinu, obsahujiciho histidinovy konec. Po vytvoteni
koordinaénich vazeb mezi Ni*" a His konci, bylo mozné kolonu prolit 300 ml 10% pufru F
v E, obsahujiciho imidazol o koncentraci 0,06 mol - 1. Imidazol obsahuje také volné
elektronové pary a vtomto piipadé ,,vytla¢i“ neZadouci proteiny (napf. ty s menSim
po¢tem His konctll) tim, Ze interaguje s matrici s vysSi afinitou. Na koloné tedy zlstal
pouze potiebny ,,His-Tag protein®, ktery bylo potieba ziskat. Protein byl z kolony ziskan
prolitim kolony 20 ml pufru F. Vznikly eluat sobsahem ,His-Tag proteinu® byl
zachytdvan do pfipravenych mikrozkumavek. Cely proces bylo potfeba provadét rychle
a za stalého chlazeni, aby nedoslo k denaturaci proteind. Casteéného chlazeni bylo
docileno tim, Ze sepharosa i jednotlivé pufry byly jiz pfedem chlazeny na teplotu 4 °C.
Obsah proteini v jednotlivych frakcich a jeho Cistota byl zkontrolovan pomoci SDS-PAGE
elektroforézy (viz. kapitola 4.11 a 5.1.2).

Konstantni pritok nandsenych roztokl na kolonu byl zajistén peristaltickou pumpou

0 objemovém pratoku 7 ml - min™.
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Promyti kolony:
10 ml destilovana voda
10 ml Stripp solution (50mM EDTA; 0,5M NaCl)
15 ml destilovana voda
50 ml Ni** (0,1M NiSOy)
10 ml destilovana voda

10 ml pufr E

SloZeni pufrii:
Pufr E:
e 1x PBS; 0,5M NaCl; ImM imidazol; 2mM f-merkaptoethanol; 0,01% NP40 (pouze
v piipad¢ 14-3-3)
Pufr F:
e 1x PBS; 0,5M NaCl; 0,6M imidazol; 2mM f-merkaptoethanol; 0,01% NP40 (pouze
v ptipad¢ 14-3-3)
10% Pufr F v E:
e 1x PBS; 0,5M NaCl; 0,06M imidazol, 2mM p-merkaptoethanol; 0,01% NP40
(pouze v piipad¢ 14-3-3)

4.10.2 Aniontova iontové-vyménna chromatografie

Jedna se o chromatografickou techniku, pii které dochazi k déleni molekul na
zaklad€ jejich naboje. Pro aniontovou iontové-vyménnou chromatografii byla pouzita
kolona Tricorn 5/50 snaplni Q-Sepharosy. Kolona byla pfipojena k pfistroji
AKTAprime™ (Amersham Biosciences, Svédsko) pro HPLC a data byla analyzovana
pomoci programu Unicorn 4.11 dodanym spolu s ptistrojem.

Fosducin 1 14-3-3 protein maji pl v kyselé oblasti a v pufru o pH = 8 tudiz ziskaji
zaporny naboj a je mozno je pomoci této techniky piecistit. Po niklové chelatacni
chromatografii byl protein v roztoku o pH = 7,5, proto bylo potieba jej dialyzovat do pufru
o pH = 8 (sloZeni pufru viz. kapitola 4.9). Dialyza také poslouZzila k odstranéni velkého
mnozstvi soli, ktera by jinak branila adsorpci polyaniontu na SF.

Kolona byla nejdfive promyta filtrovanou destilovanou vodou (pritokova rychlost
2 ml - min") a nasledné eluénim pufrem E s nulovym obsahem NaCl (priitokova rychlost

2 ml - min"). Dale byl na kolonu nastaven 50% gradient mezi pufrem E a F, pficemz
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dochézelo ke vzristu konduktivity na kolong, jelikoZ pufr F NaCl obsahuje. Timto krokem
se kolona zbavi piipadnych nezadoucich iontii a vytvoii vhodné prostiedi pro polyanionty.
Nésledovalo nastaveni 2% gradientu na kolonu do ustaleni konduktivity a postupny nastiik
proteinu pii pritokové rychlosti 1 ml - min™. Po n&kolika nastiicich se protein v kolond
zachytil a odstranily se necistoty s nevhodnym nabojem. Dale bylo potieba protein
z kolony ziskat a to tak, zZe byl nastaven 10% gradient a nasledné 0% gradient. Polyanionty
byly eluovany linedrnim gradientem iontové sily mezi pufry E a F. Frakce byly
zachytdvany po 0,5 ml do pfedem pfipravenych mikrozkumavek. Proces byl manudlné
ukoncen tehdy, kdyZ elucni kiivka jasn¢ poukazovala na vylouceni veskerého proteinu.
Aniontova iontové-vyménna chromatografie probihala za laboratorni teploty. Obsah
proteinu ve frakcich a jeho Cistota byla ovéfena pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz.

kapitola 4.11 a 5.1.3).

SloZeni pufrii:
Pufr E:
e 50mM TRIS (pH = 8); 5SmM DTT
Pufr F:
e 50mM TRIS (pH = 8); 5SmM DTT; 1M NaCl

4.10.3 Gelova permeacni chromatografie

Jedna se o kapalinovou chromatografii, kde stacionarni fazi je gel, v mém ptipadé
Superdex, ktery obsahuje mnozstvi porti. Princip rozdéleni spociva v tom, Ze malé Castice
maji vétsi tendenci pronikat do porii staciondrni faze, nez vétsi Céstice, a uritou dobu
v porech stravit. Proto se nachazi v eludtu pozdé¢ji. Na chromatogramu, coz je graf vznikly
jako disledek chromatografického procesu, jsou pak patrné piky sriznym c¢asovym
posunem.

Schéma bézné kapalinové chromatografie vypada ptiblizn¢ jako na Obr. 13, str. 43.
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Obr. 13 Obecné schéma kapalinového chromatografu [104].

V ptipadé gelové permeacni chromatografie byla pouzita pouze jedna mobilni faze
a to pufr (sloZeni viz. nize). Byla pouzita kolona Superdex' 200 (Amersham Biosciences,
Svédsko) s obsahem Sepharosy, ktera byla nejdiive promyta destilovanou vodou
(pritokova rychlost 0,5 ml - min™; cca 40 min.) a nasledn& eluénim pufrem o zndmém
slozeni (pritokova rychlost 0,5 ml - min™), az do ustaleni vodivosti eluovaného roztoku.
Kolona byla piipojena k piistroji AKTAprime™ (Amersham Biosciences, Svédsko) pro
HPLC a data byla analyzovana pomoci programu Unicorn 4.11 dodaného spolu
s pristrojem.

Nez se vzorky tzv. injektovaly na kolonu, bylo potieba je zakoncentrovat tak, aby
jejich objem byl max. 2 ml. Jednotlivé frakce po chromatografickém procesu byly
zachytavany po 0,5 ml do pfedem piipravenych mikrozkumavek.

Chromatograficky proces (eluce) byl ukoncen manualné tehdy, kdyz bylo
z chromatogramu jasn¢ patrné, Ze uz byl z kolony vyloucen veSkery protein. Gelova
permeacéni chromatografie byla provadéna za pokojové teploty. Piitomnost proteinu a jeho
Cistota v jednotlivych frakcich byla ovéfena pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz.
kapitola 4.11 a 5.1.4).

SloZeni elucniho pufru:

e 10% glycerol; 20mM TRIS (pH = 7,5); ImM EDTA; 6mM DTT (5SmM DTT
v ptipad¢ 14-3-3); 200mM NaCl (100mM NaCl v ptipadé 14-3-3)
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4.11 SDS elektroforéza

SDS elektroforéza je migra¢ni metoda slouzici k rozdéleni smési proteinti na zakladé
jejich hmotnosti. Pokud se proteiny vlozi do elektrického pole, pohybuji se ke katodé nebo
anod¢ na zdkladé svého naboje. Pokud se ale proteiny vlozi do prostfedi aniontového
tenzidu (detergentu) dodecylsulfaitu sodného (SDS), ktery se na proteiny vaze
v konstantnim poméru, ziskaji vSechny proteiny zaporny nédboj a pohybuji se tedy smérem
ke kladné elektrodé — anodé&. Jejich pohyb se 1i8i v zavislosti na jejich hmotnosti tak, ze
mensi (resp. leh¢i) molekuly se pohybuji rychleji. Pii nanaSeni vzorku na gel se do prvni
jamky aplikuje vzdy tzv. standard molekulovych vah, tedy roztok proteind, jejichz

hmotnosti jsou znamy. Podle néj se usuzuje na hmotnost zkoumaného proteinu.

(CHalg O
/J
HSC/ H““r:HE I

Obr. 14 Dodecylsulfat sodny (SDS)

50;Na

Pro pokusy byl pouzit 4% zavadéci gel (Stacking Gel Solution) a 15% separacni gel.
Elektroforéza byla provadéna za konstantniho napéti 190 V. Nakonec byl gel obarven

(vizualizovan) roztokem Coomassie Brilliant Blue R 250.

SloZeni gelit, pufirii a roztokit pouZitych pii SDS-PAGE:

o Separacni gel (15%): 3,75 ml akrylamid/bis-akrylamid; 1,9 ml pufr pro separacni gel;
1,8 ml destilovand voda; 45 pl 10% persulfat amonny; 5 ul TEMED

e Zavadeci gel (4%): 0,5 ml akrylamid/bis-akrylamid; 1 ml pufr pro zavadéci gel;
2,25 ml destilovana voda; 30 pl 10% persulfat amonny; 6 ul TEMED

o Akrylamid/bisakrylamid: 29,2 g akrylamid; 0,8 g bisakrylamid; destilovand voda do
100 ml

o Pufr pro separacni gel: 75 ml 1,5M TRIS-HCI (pH = 8.,8); 4 ml 10% SDS; 21 ml
destilovana voda

o Pufr pro zavdadeci gel: 50 ml 1M TRIS-HCI (pH = 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml
destilovana voda

o Pufr pro pripravu vzorkii (5% koncentrovany): 0,6 ml 1M TRIS-HCI (pH = 6,8); 5 ml
50% glycerol; 2 ml 10% SDS; 0,5 ml f-merkaptoethanol; 1 ml 10% bromfenolova

modf; 0,9 ml destilovana voda
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o Pufr pro elektroforézu: 50mM TRIS-HCI (pH = 8,3); 385mM glycin; 0,1% SDS

e Barvici roztok: 1 g Coomassie Brilliant Blue R 250; 450 ml methanol; 100 ml ledova
kyselina octova; 450 ml destilovana voda

e Odbarvovaci roztok: 100 ml methanol; 100 ml ledova kyselina octova; 800 ml
destilovana voda

o Standard molekulovych vah: Precision Plus Protein Standards, Dual Color, BioRad;

obsahuje smés fragmentti 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, 10 kDa.

4.12 Nativni elektroforéza

U nativni elektroforézy se vzorek proteinu nandsi v tzv. nativnim stavu. To znamena,
ze neni pouzivan zadny detergent, jako v pifipadé SDS elektroforézy, a protein neni
denaturovan. Tudiz dochazi k rozdéleni proteini na zdkladé jejich tzv. elektroforetické
mobility. Ta je ovlivnéna ndbojem a tvarem proteinu. Aby nedochazelo béhem elektrolyzy
k denaturaci proteinu, je zapotiebi celou aparaturu chladit, napf. ponofenim do ledu.

Pro pokusy byl pouzivan 15% gel a elektroforéza byla zapnuta po dobu 2 hodin
a 55 minut pti 145 V. Gel byl vizualizovan obdobnym zplsobem, jako v ptfipadé¢ SDS

elektroforézy.

SloZeni gelu a pufii pouZitych p¥i nativni elektroforéze:
Slozeni gelu:
¢ 4 ml akrylamid/bis-akrylamid; 0,5 ml 20x TBE; 5,45 ml destilovana voda; 75 pl
10% (w/ w) (NH4)2SOs; 8 ul TEMED
Slozeni elektroforetického pufru:
e vychlazeny 1x TBE (10x TBE: 107,88 g TRIS, 55 g kyselina boritd, 7,44 g
Na,-EDTA, destilovana voda do 1 1)

4.13 Zakoncentrovani roztoki proteini

Béhem purifikanich procesit a béhem dialyzy dochdzi k nafed’ovani roztoku
proteinu. Aby byla purifikace u¢inna, je tieba preciStény protein zakoncentrovat, aby bylo
mozné s nim déle 1épe pracovat.

K zakoncentrovani se pouzivaji specidlni koncentratory, které se skladaji ze

zkumavky, na jejimz dné je umisténa celulosova ultracentrifugacni membréna propustna
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pro molekuly urcité velikosti, a ze sbérné zkumavky, do které je jiman roztok, ktery béhem
centrifugace protece skrz celulosovou membranu.

Pro zakoncentrovani roztokd proteind byl pouzivan filtr (koncentrator) s MCO
10000. Centrifugace byla provadéna pii 4 °C a 3500 ot./min. tak dlouho, dokud roztok
proteinu nedosahl pozadované koncentrace (cca 18 minut). Byl pouzit rotor A-4-44.

Pro zjisténi koncentrace proteinu byla vyuzita absorp¢ni spektroskopie ve viditelné
oblasti svétla (280 nm), tedy v oblasti nejvyssi absorbance roztoku proteinu. Koncentrace

byla vypoctena z Lambert-Beerova zdkona, pro néjz plati

A=¢,l-c
Epveenns molarni absorpéni koeficient [dm’® - mol™ - cm™]
Covenn latkova koncentrace absorbujici latky [mol - dm™]
[ tloustka absorbujici vrstvy [cm]

Molarni absorpcni koeficient g, byl vypocitdn pomoci ,,Protparam tool®, ktery je volné

dostupny na www.expasy.org/tools/protparam.html [104].

4.14 Fosforylace fosducinu

Aby mohl fosducin interagovat se 14-3-3 proteinem, je nutné jej fosforylovat.
Fosforylace je proces zavadéni PO, skupiny do struktury proteinu (obecné organické
latky). BéZznym fosforyla¢nim ¢inidlem je ATP, jako vhodny zdroj fosfatovych skupin.
Aby reakce prob¢hla, musi byt katalyzovana enzymy — kinasami.

Ptirozené se vyskytujici fosducin (tzv. Pd wt) je fosforylovan dvéma kinasami (PKA,
CaMKII). Pro nase ucely bylo vyhodné vyrobit mutant fosducinu, ktery by bylo mozné
fosforylovat pouze jednou, levnéjsi kinasou (PKA). Pomoci technik molekularni biologie
(mutagenese, PCR) byl jiz difive v nasi laboratofi pfipraven mutant fosducinu s mutaci
Q52K, tzv. PAQ52K. Tato mutace by neméla ovlivnit funkci proteinu.

K fosforylaci byla pouzita katalyticka doména PKA (127,6 u - ul™). Jeji katalyticka
¢innost spociva v pfenosu koncové fosfatové skupiny ATP na hydroxylovou skupinu
serinu €1 threoninu. Pro spravnou Uc€innost kinasy je zapotiebi, aby byl v prostiedi
fosforylace obsazen Mg”" ion. Ten se nachazel ve formé MgCl,.

Fosforylace probihala 2 hodiny pti 30 °C a poté bylo ke smési pridany jeste 2/3

ptvodniho mnozstvi ATP a pokracovala fosforylace v 6 °C. Nasledn¢ bylo potieba roztok
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fosducinu zbavit pfebytku ATP, coZ se provedlo dialyzou pifes noc (slozeni pufru na

dialyzu viz. kapitola 4.9).

SloZeni reakcéni smési:
e protein rozpustény v pufru (20mM TRIS (pH = 7,5); 200mM NaCl (100mM NaCl
v ptipad¢ 14-3-3); ImM EDTA; 6mM DTT (SmM DTT v ptipadé 14-3-3); 10%
glycerol); 0,75mM ATP; 15mM MgCly; 7,05 ul PKA

4.15 Limitovana proteolyza

Limitovand proteolyza je metoda vyuzivajici proteolytické schopnosti enzymil
proteas. Pro tyto ucely byly pouzity enzymy chymotrypsin A a trypsin. Metoda byla
pouzita pro otestovani pifipadnych strukturnich zmén fosducinu po vazbé na
14-3-3 protein. Metodou lze také ziskat nejstabilngjsi ¢ast fosducinu, interagujiciho se
14-3-3 proteinem, na jejimz zakladé by se dal navrhnout konstrukt DNA kodujici prave
tento stabilni segment. Tento segment se pak miize dale pouzival pfi tvorbé proteinovych
krystali a pii praci s vyuzitim dal§ich biofyzikdlnich technik (napf. rentgenové
krystalografie, NMR).

Enzym o koncentraci 1,2 - 10°M byl smisen postupné se smésmi 10uM fosducinu,
10uM fosforylovaného fosducinu, 20uM 14-3-3 proteinu, se smési nefosforylovaného
fosducinu se 14-3-3 a skomplexem 14-3-3/fosducin o stejnych koncentracich, jako
u samotnych protein. Enzym ptisobil na protein (resp. komplex) po dobu 0 (zddny enzym
nepiidan), 15 a 30 minut. V ptipadé¢ komplexu i 60 minut. Aktivita enzymu byla ukoncena
denaturaci smési piti 100 °C.

Roztoky byly naneseny na 15% gel SDS-PAGE, pfi¢emz doslo k rozdélené frakci na
zakladé jejich hmotnosti. Frakce byly pfedany k analyze na hmotnostnim spektrometru
metodou MALDI-TOF ve spolupraci s Doc. RNDr. M. Sulcem, Ph.D. zMBU AV CR,

V.V.1

4.16 Analyticka ultracentrifugace

Analytickd centrifugace je metoda umozilujici studium hydrodynamickych
a termodynamickych vlastnosti biomolekul (makromolekul) v nepfitomnosti pevného

nosice. DéEli se na dvé metody:
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a) Metoda sedimentacnich rychlosti

U této metody jsou pouzivany relativné vysoké uhlové rychlosti, cozZ umozni rychlou
sedimentaci molekul. Metoda umoziiuje ziskat informaci o hydrodynamice
makromolekuly, relativni molekulové hmotnosti, molekuldarnim tvaru a agrega¢nim
chovani. Sleduje se rychlost migrace makromolekul.

Pti odstted’ovani se vytvoii ostré rozhrani mezi oblasti bez proteinu blizko centra
rotace a oblasti s konstantni koncentraci proteinu ve zbytku kyvety. Na rozhrani vznikne
koncentra¢ni gradient, ktery definuje pozici rozhrani.

Sitka sedimentadniho rozhrani souvisi s difuzi molekul, kterd souvisi s jejich
velikosti a sbalenim. Ve vysledku ziskame distribuci sedimentaniho koeficientu g(s*),
ktera nastane diky riznym sedimentacnim koeficientim jednotlivych slozek odstfed’ované
smési.

Svedbergova rovnice (1) definuje sedimentacni koeficient S:
v _m-vp,,)
w'r f

kde v je linearni rychlost [m - s™],  je uhlové rychlost [rad - s™], r je vzdalenost od centra

S =

; (1

rotace [m], m je hmotnost odstfed'ované castice [kg], v je parcidlni specificky objem
Gastice [ - kg'], psor je hustota rozpoustédla [kg - m™] a fje frikéni koeficient.
Sje konstanta pro dany systém castice/rozpoustédlo a jeji rozmér jsou sekundy. Pro
uleh&eni se zacaly uZivat Svedbergovy S jednotky (1 S=1-10" ).

Rovnice pouzivand pro metodu sedimentacnich rychlosti vychazi ze Svedbergovy
rovnice (1) a jeji tvar je:
dr,

dr’ ?

V= rba)zS =

kde 7, je definovano jako vzdalenost rozhrani od centra rotace [m], ¢ znamena c¢as [s].
Resenim rovnice (2) dostaneme tvar

AOR T
hl(mj—w S(t to), (3)

kde 0 znaci v case 0. Vynos In(r) vs. t nam dé sedimentacni koeficient S.
Dosazenim za frikéni koeficient f'v rovnici (1)

RT
N,D’

f= Q)
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kde R je molarni plynova konstanta [J - K™' - mol"], T je termodynamicka teplota [K], N, je
Avogadrova konstanta [mol™] a D je difazni koeficient [m” - s], dostaneme rovnici pro
relativni molekulovou hmotnost

Jygp— 5)

D(-vp)

b) Metoda sedimentacni rovnovahy

Metoda poskytuje informace o termodynamice makromolekuly, absolutni
molekulové hmotnosti, agregacnim chovani a protein-proteinovych interakcich. Tato
metoda je nezdvisld na tvaru molekul. Metodou lze ziskat informaci o asociaci
makromolekul, tedy metoda poskytuje rovnovdznou konstantu tvorby komplexu K,
(disociacni konstanta).

Vzorek je centrifugovan pii rychlosti umoznujici sedimentaci studovanych castic.
Béhem sedimentace dochazi i k diftizi ¢astic. Po urcité dobé dojde k vytvoteni rovnovahy
mezi obéma protichlidnymi silami v kazdém bodé¢ kyvety a distribuce koncentrace c
makromolekul v ramci kyvety monotdnné vzrista. Pomoci nelinedrniho fitovani distribuce
koncentrace lze ziskat molekulovou hmotnost dané latky. Fitovanim pro dany model (napf.
monomer-monomer, monomer-dimer,...) lze ziskat K.

Rovnice pouzivand v této metodé ma nasledujici tvar a vychazi v zékladu také

z rovnice (1):

c(r)=c(a)exp(w Md _;;);(r — )J, (6)

kde a je konstanta, kterd se odvozuje od polohy menisku, M je absolutni molekulova
hmotnost [105].

Proteiny byly difundovany do pufru. Métfeni bylo provadéno na ultracentrifuze
ProteomeLab XL-1, Beckman Coulter (USA), data byla vyhodnocovéna v programech
Sedphit a Sedphat. Méfeni a vyhodnocovani namétenych dat bylo provadéno ve spolupraci

s Mgr. Lenkou Rezabkovou z PiF UK.

SloZeni pufru pro méieni:

e 20mM TRIS-HCI (pH = 7,5), 200mM NaCl, 2mM f-merkaptoethanol
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4.17 Fluorescen¢ni méreni

4.17.1 Fluorescence

Fluorescence je proces, pii kterém dochazi k vyzaieni (emisi) energie ve formé svétla
(zafivy proces) po predeslé absorpci energie, kterd se mize pohybovat v Sirokém rozmezi
vlnovych délek (nejcasteji v UV (10 — 400 nm) a VIS (400 — 750 nm) oblasti, ale mozna je
1 absorpce v oblasti RTG zatfeni (10 nm — 100 pm)). Vlnovéa délka vyzafeného svétla je
delsi, nez svétla dopadajiciho. Vyjimkou jsou ptipady, kdy dojde k absorpci dvou a vice
fotonli, pak mize emisni zafeni dosahovat 1 kratSich vlnovych délek, nez je zéteni
dopadajici. V pfedchozim jednofotonovém piipadé dochazi ke ztraté energie v disledku
spotieby energie pro vibracni a rotani pohyby molekul, coz se projevi jako tepelné salani.

Fluorescenci zobrazuje nasledujici obrazek, tzv. Jabtonskiho diagram.

52 T »

i Internal
1 Conversion
i1
5S¢ =pr—e——
Absorption |
Fluorescence
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5|:| 1
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Obr. 15 Jablonskiho diagram zobrazujici fluorescenci. Sipky s hrotem sméfujicim nahoru
predstavuji absorpci zareni o energii hv,. Pri tomto déji se atom dostava ze zdkladniho
elektronového singletového stavu Sy do nékterého z excitovanych elektronovych stavii S,
Sy, ... vzavislosti na dodané energii. Celistvé Sipky smérujici hrotem dolii predstavuji
fluorescenci. Jedna se o zarivy prechod s energii hv, Prerusované Sipky predstavuji
nezarivé vibracni prechody, pri nichz se energie vyzari ve formé tepla [pfevzato a

upraveno z 106].

Rychlost absorpce se pohybuje fadové okolo 107 s a rychlost emise 10™ 5. Vnitini
konverze (angl. internal conversion) zobrazena v Jablonskiho diagramu trva fadové 1072 s
nebo i méné [106].

Fluorescence dané fluoreskujici latky je charakterizovana debou excitovaného stavu

7 fluoreskujici latky. Tato doba je dana rovnici
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T=E7 (7)

kde kje monomolekularni rychlostni konstanta dohasindni fluorescence a urCuje se
experimentalné z kinetiky dohasinani.
Fluorescence dohasind exponencialné podle vztahu
I=1.e", (8)
kde I je intenzita fluoreskujiciho zareni v Case ¢, Iy je intenzita v Case t =0 s.
Dale fluorescenci charakterizuje veliina zvana kvantovy vytéZek Q, ktery je dan
pomérem

N
— emit , 9
Q v )

abs
kde Newmir je poet emitovanych fotontl a N, je pocet absorbovanych fotont [106].
Latky schopné fluoreskovat se nazyvaji fluorofory a pfi méfeni jejich fluorescence

jsou €asto vyuzivany jako biosenzory, neboli fluorescencni znacky.

4.17.2 Méreni stacionarni Trp fluorescence PdQS2K

Metoda byla nejdiive pouzita se zdmerem ziskat disociacni konstantu K; komplexu
14-3-3(noW/PdQ52K. Vzhledem ke $patné kvalité dat (mald zména intenzity fluorescence
béhem interakce) byla tato metoda pouZivana pouze k orienta¢nimu sledovani interakce
ane k urceni Kj.

Pro tato orienta¢ni méteni byl pouzit PAQ52K o koncentracich 30uM, 50uM a 70uM.
K nému byl postupné ptidavan 14-3-3(noW o piivodni koncentraci 204puM. Byla métena
intenzita / tryptofanové fluorescence fosducinu (jelikoz 14-3-3(noW tryptofan neobsahuje)
a vynesena do grafu proti koncentraci ptidavaného 14-3-3(noW c;4.;.3 (viz. kapitola 5.2.2).

Mg¢feni byla provadéna na fluorimetru Photon Couting Spectrofluorimetr PC1 ISS ve

FgU AV CR.

SloZeni pufru pro méreni:

e 10% glycerol; 20mM TRIS (pH =7,5); ImM EDTA; 5SmM DTT; 100mM NacCl
gly p
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Tab. 1 Podminky pri méreni

Excitacni spektrum 220 — 320 nm
Emisni spektrum 210 — 450 nm
Sitka $térbin 1,0 nm
Proud na lampé 14 A
Excitace 297 nm
Emise 350 nm
Pocet akumulaci 10
Tloustka kyvety I mm
Teplota 25 °C

4.17.3 Casové-rozliSena fluorescence

Casové-rozliend fluorescence [107, 108] je metoda, ktera podava informaci
o poklesu intenzity fluorescence v zavislosti na case. Tato metoda je velmi citlivd na
zmény v mikrookoli fluoroforu. Diky této citlivosti lze metodou ziskat informace
o dynamice makromolekul. Nejednd se pouze o rotaci makromolekul, ale také napf.
informace o interakci s ostatnimi makromolekulami, molekularnich pohybech a procesech,
které je moduluji. K ziskani vétsiho mnozstvi informaci o pohybech v makromolekulach
bylo pouzito i casové-rozliSené méteni dohasinani anizotropie fluorescence. Pokud je doba
dohasindni fluorescence srovnatelna s dobou reorientace molekul, polarizace fluorescence
bude modulovana molekularnim pohybem a analyza anizotropie v zavislosti na ¢ase bude
poskytovat informaci o anizotropii systému, v némz se fluorofor nachdzi. Méteni Casové-
rozliSené anizotropie fluorescence souvisi s rotaénim korelacnim ¢asem molekuly @.
Me¢éteni bylo provadéno ve spolupraci s Doc. RNDr. P. Hefmanem, CSc. a Doc.
RNDr. J. Vecetem, CSc. z Fyzikdlniho ustavu MFF UK. Pro meéfeni bylo vyuzito
fluorimetru pro ¢asové-rozliSenou fluorescenci. Excitace byla zajisténa lampou UV-LED
(PicoQuant, PLS 295-10), detekce byla zaloZena na s¢itdni jednotlivych fotonli (angl.
single photon counting detector) detektorem s obsahem fotondsobi¢e (Hamamatsu,
R3809U-50). Sitka vstupnich a vystupnich $térbin byla nastavena na 15 nm. Pfed vstupem
se nachazel barevny filtr (Zeiss, UG1) odstranujici rozptylené svétlo. Vinova délka
subnanosekundového excitacniho pulsu dosahovala hodnoty 295 nm, emisni fluorescencni
signal byl sbiran pfi 355 nm. Casova $kala byla 100 ps/kanal. Vzorky byly umistény do
termostatického drzédku a vSechna méteni byla provedena pti 22 °C v pufru. Koncentrace

fosducinu byla 30uM a koncentrace 14-3-3{noW proteinu byla 60uM.
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Pfi vypoctech byl uvazovan multiexponencidlni pokles intenzity fluorescence I(2)

podle rovnice

t

16=a,-e*, (10)

kde ¢ znaci cas, 7; jsou stfedni doby zivota excitovaného stavu daného fluoroforu a ; znaci
amplitudy souvisejici s pomérnym zastoupenim fluoroforu. Namétené intenzity /(z) byly
analyzovany metodou maximalni entropie (SVD-MEM) [84]. Timto zpiisobem byly
ziskany sady amplitud o, které reprezentuji distribuci doby Zivota t1; v i-tém dohasinéni.

Stfedni doba Zivota excitovaného stavu 7., byla vypocitana podle vzorce

Tmean :Zf; .Ti ’ (11)
kde f; znaci frakeni intenzitu, ktera se vypocita podle vztahu
&7,
fi= (12)
>a, -,

Pokud je molekula obsahujici fluorofor ozafena polarizovanym zafenim a orientace
jejiho absorpéniho dipdlového momentu piechodu elektronu je ve stejné roving, jako je
rovina elektrické slozky dopadajiciho zafeni, dochazi k emisi taktéz polarizovaného zareni.
Stupent polarizace emitovaného zafeni fluoroforem popisuje veli¢ina anizotropie (%)
(nestejnorodost). Stupeil polarizace zavisi na primétu absorpéniho pfechodového momentu
molekuly do sméru polarizovaného zéafeni. Pokud je primét nulovy, k anizotropii
nedochézi.

Celkova intenzita dohasinani anizotropie /(¢) byla vypocitana podle vzorce

1) =1,()+21 (1), (13)
kde I;(t) znaci rovnobéznou slozku dohasinani a 7,(#) zna¢i kolmou slozku dohasinéni, za
vyuziti programu SVD-MEM (metoda maximalni entropie). Méfeni probihalo za stejnych
podminek a bylo analyzovano obdobné, jako v ptipad€ sttednich dob Zivota, tj. anizotropie
byla vyhodnocena pomoci distribuce rotacnich korelacnich castt @, bez ptedchoziho
nastaveni limitu pro tvar distribu¢ni kiivky.

Anizotropie byly analyzovéany pro sérii exponencial

t

r)=3Be?, (14)
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kde p; znaci amplitudy popisujici distribuci rota¢nich korelac¢nich ¢asti @;. Amplitudy S;

souvisi s po€atecni anizotropii ry vztahem
i =2.B: - (15)
i

Pro fluorescencni meéfeni byly pouzity vzorky Pd wt, PdQ52K, PdQ52KS73A
a 14-3-3(noW.

SloZeni pufru pro méieni:
e 10% glycerol, 20mM TRIS-HCI1 (pH = 7,5), 200mM NaCl, ImM EDTA, 3mM
S-merkaptoethanol
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5 Vysledky

5.1 Priprava proteint

5.1.1 Exprese

Byly purifikovany proteiny PdQ52K, PdQ52KS73A, Pd wt, 14-3-30 wt
a 14-3-3(noW. Plasmidovd DNA pro jednotlivé proteiny jiz byla pfipravena v nasi
laboratofti dfive, zaCinala jsem tedy transformaci plasmidové DNA do bunék bakterii (viz.
kapitola 4.6).

Vsechny proteiny bylo potieba pfipravit v dostateném mnozstvi (viz. kapitola 4.5).
Pro zisk proteinu bylo inkubovano 6 1 bunééné kultury. Roztoky bunééné kultury byly po
1 | odstfedovany a pelety resuspendovany v lyzacnim pufru a nasledné inkubovany
s lysozymem v chladu. Nasledovala sonikace (viz. kapitola 4.8) a odstfed’ovani se ziskem

supernatantu obsahujicim protein (viz. kapitola 4.7).

5.1.2 Niklova chelata¢ni chromatografie

Vektor nesouci gen pro dany protein mél v sob& zaklonovan i gen pro His-Tag, coz je
motiv Sesti histidinli za sebou navazanych na N-konci proteinu, umoziujici purifikaci
proteinu pomoci niklové chelata¢ni chromatografie (viz. kapitola 4.10.1).

Obsah proteinu a jeho Cistota byla ovétena pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz.
kapitola 4.11). Na gel SDS-PAGE byly naneseny vybrané frakce. Frakce byly vybrany na
zaklad€ obsahu proteinu, coz se provedlo odebranim 1 pl proteinu a jeho smichanim s 9 pl
barviva Bradford. Toto barvivo reaguje s proteiny za vzniku modrého zbarveni. Do prvni
jamky 15% SDS-PAGE gelu bylo naneseno 9 pl standardu molekulovych vah Precision
Plus Protein"™ Standard Dual Color, BioRad, do dalsich jamek pak vzdy smés 2 ul
SDS-barviva se 7 ul proteinu z dané frakce. Elektroforéza byla spusténa po dobu cca
40 minut pii 190 V.

Na Obr. 16 a Obr. 17 na str. 56 je zobrazen vysledny gel z SDS-PAGE elektroforézy
pro mutant PdQ52K a protein 14-3-3¢wt. V nasledujicim textu zaméfeném na purifikaci
proteinli, budou ukazovana data pro fosducin PdQ52K a protein 14-3-3(wt. Data pro
ostatni purifikované proteiny se s daty pro dany typ proteinu shoduji a nebudou zde tudiz

prezentovana.
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Obr. 16 Vysledek 15% gelu SDS-PAGE frakci eluovanych pri niklové chelatacni chromatografii
PdQ52K. Na obrazku je cernou Sipkou vyznacena oblast nachdzejici se v rozmezi
25 — 37 kDa, ve které se nachdzi purifikovany PdQ52K (30,5 kDa). V oblasti mezi
50 — 75 kDa se vyskytuji bakterialni proteiny s obsahem histidinii.

w Yyhrane fralce

| m— — —
S0 kDa —
ATkDa —

W ——
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15 kDa — -
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Obr. 17  Vysledek 15% gelu SDS-PAGE frakci eluovanych pii niklové chelatacni chromatografii
proteinu 14-3-3(wt. Na obrazku je cernou Sipkou vyznacena oblast nachazejici se
vrozmezi 25 — 37 kDa, ve které se nachazi purifikovany 14-3-3{wt (28 kDa). V oblasti
mezi 50 — 75 kDa se vyskytuji bakterialni proteiny s obsahem histidinii.

5.1.3 Aniontova iontové-vyménna chromatografie

Na zdkladé¢ SDS-PAGE gelu po niklové chelata¢ni chromatografii byly vybrany
frakce, které byly smichany a dialyzovany ptes noc v pufru o slozeni 20mM NaCl, 50mM
TRIS (pH = 8), 2mM EDTA a 5SmM DTT (viz. kapitola 4.9). Dialyzovany protein byl

nanesen na kolonu s obsahem Q-Sepharosy a vysledn¢ eluovan do mikrozkumavek
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po 0,5 ml (viz. kapitola 4.10.2). Na zaklad€é chromatogramu byly vybrany frakce k ovéteni
pfitomnosti proteinu a jeho Cistoty. Toto ovéfeni probéhlo opét pomoci SDS-PAGE
elektroforézy, jako v pfipadé niklové chelataéni chromatografie. Vyslednd data tohoto
kroku purifikace jsou opét ukizdna pro fosducin PdQ52K a protein 14-3-3(wt na

nasledujicich obrazcich.

14009 18,233 ml
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800 —

600 —

Absorbance [mAU]
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8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Objem [ml]

Obr. 18 Chromatogram ziskany po aniontové chromatografii PAQ52K. Na grafu je patrny jeden
pik zobrazujici eluci proteinu do prislusnych frakci.
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Obr. 19 Vysledek 15% SDS-PAGE frakci eluovanych pri aniontové chromatografii PdQ52K. Na

obrazku je cernou Sipkou zndazornena oblast mezi 25 — 37 kDa, ve které se nachazi
PdQ52K (30,5 kDay).
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Obr. 20 Chromatogram ziskany po aniontové chromatografii proteinu 14-3-3(wt. Na grafu je
patrny jeden pik zobrazujici eluci proteinu do prislusnych frakci.
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Obr. 21 Vysledek 15% SDS-PAGE frakci eluovanych pri aniontové chromatografii proteinu
14-3-3{wt. Na obrazku je cernou Sipkou znazornéna oblast mezi 25 — 37 kDa, ve které se
nachazi protein 14-3-3{wt (28 kDa).

5.1.4 Gelova permeacni chromatografie

Vybrané frakce byly opét smichany a dialyzovany v pufru o slozeni 100mM NacCl,
20mM TRIS (pH = 7,5), ImM EDTA a 5mM DTT (viz. kapitola 4.9). Protein byl

zakoncentrovan na objem cca 0,5 ml (viz. kapitola 4.13) a nanesen na kolonu obsahujici
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Sepharosovou matrici (Amersham Biosciences, Svédsko). Nasledné byla spusténa metoda
a eluat byl jiman do mikrozkumavek po 0,5 ml (viz. kapitola 4.10.3).

Na zaklad¢ chromatogramu byly vybrany frakce obsahujici protein. Jejich Cistota
byla opét ovétena pomoci elektroforézy SDS-PAGE, jako v ptipadé niklové chelatacni
chromatografie (viz. kapitola 5.1.2) a aniontové iontové-vyménné chromatografie
(viz. kapitola 5.1.3). Vysledna data tohoto kroku purifikace jsou opét ukédzana pro fosducin
PdQ52K a protein 14-3-3¢wt na nasledujicich obrazcich.
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Obr. 22 Chromatogram ziskany po gelové permeacni chromatografii PdQ52K. Na grafu je
patrny jeden pik zobrazujici eluci proteinu do prislusnych frakci. Pik je asymetricky, coz
Jje pravdépodobné zpiisobeno vznikem riiznych nabojovych forem fosducinu.

g B2 B3 B4 BS Bé6 B7 B8 B9 B10

Obr. 23 Vysledek 15% SDS-PAGE frakci eluovanych pri gelové permeacni chromatografii
PdQ52K. Na obrazku je cernou Sipkou znazornéna oblast mezi 25 — 37 kDa, ve které se
nachazi PdQ52K (30,5 kDa).
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Obr. 24 Chromatogram ziskany po gelové permeacni chromatografii proteinu 14-3-3(wt. Na

grafu je patrny jeden pik zobrazujici eluci proteinu do prislusnych frakci.
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Obr. 25 Vysledek 15% SDS-PAGE frakci eluovanych pri gelové permeacni chromatografii
14-3-3{wt proteinu. Na obradzku je cernou Sipkou zndzornéna oblast mezi 25 — 37 kDa, ve
které se nachazi protein 14-3-3{wt (28 kDa).

5.2 Interakce 14-3-3 proteinu s fosducinem

5.2.1Nativni elektroforéza

Pro vazbu fosducinu ke 14-3-3 proteinu je nutna jeho fosforylace. K fosforylaci byla
pouzita katalytickd doména PKA v ptfitomnosti ATP a MgCl,. Prebytecné ATP bylo
z roztoku odstranéno dialyzou v pufru s obsahem 100mM NaCl, 20mM TRIS (pH = 7,5),
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ImM EDTA, 3mM pS-merkaptoethanolu a 10% glycerolu. Pro ovéfeni nutnosti fosforylace
obou fosforylaénich mist, Ser54 a Ser73, byly v na$i laboratofi pfipraveny mutanty
fosducinu, PdQ52K a PdQ52KS73A. Ser73 je ptfirozené fosforylovan CaMKII. Jelikoz
byla pro fosforylaci pouzita PKA, doslo u pfirozené se vyskytujici formy fosducinu (Pd
wt) k fosforylaci pouze Ser73. PKA fosforyluje obé& fosforylaéni mista v mutantni formé
fosducinu PdQ52K (viz. kapitola 4.14). Mutantni formu fosducinu PdQ52KS73A lze
pomoci PKA fosforylovat pouze na Ser54, jelikoz Ser73 byl mutovan na alanin, ktery

nelze fosforylovat.

Tab.2 Prehled fosforylovanych mist PKA u ruznych forem fosducinu

. Fosforyla¢ni misto
Forma fosducinu Sersd Ser73
PdQ52K v v
Pd wt X v
PdQ52KS73A v x

Bylo fosforylovano cca 12 mg PdQ52K, PdQ52KS73A a Pd wt. K ovéfeni vzniku
komplexu po fosforylaci fosducinu byla pouzita nativni elektroforéza (viz. kapitola 4.12).
Nejdiive pro formu PdQS52K, u které se oCekéaval vznik komplexu se 14-3-3¢wt (viz.
Obr. 26), a poté s ostatnimi formami fosducinu, kde se naopak vznik komplexu neocekaval
(viz. Obr. 27, str. 62). Koncentrace fosducinu byla 1 - 10*M, koncentrace monomeru

14-3-3¢wt pak 2 - 10™*M, jelikoz se piedpoklada stechiometrie komplexu 14-3-3/Pd 2:1.

PAQSIK
PAQ5ZEP
1433
1433+
PAQS2K P
1433+
PAQ52K

e W
— HH

Obr. 26 Gel z15% TBE nativni elektroforézy zobrazujici vzmik komplexu po interakci
Josforylovaného PdQ52K (PdQ52K-P) se 14-3-3{wt. Cerna Sipka naznacuje vznikajici
komplex a zdaroven ubytek samotného PdQ52K-P.
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Obr. 27  Gel z15% TBE nativni elektroforézy dokazujici nutnost fosforylace v obou
Josforylacnich mistech (Ser54 i Ser73) pro vznik komplexu. Obsah fosforylacnich mist
pro jednotlivé formy fosducinu viz. Tab. 2, str. 61. Vznik komplexu a ubytek
fosforylovaného PdQ52K je naznacen cernou Sipkou. ,,P* u jednotlivych forem znaci,
Ze je dana forma fosducinu fosforylovana.

Postupny vznik komplexu se zvySujici se koncentraci 14-3-3 proteinu je viditelny na
Obr. 28, str. 63. Komplex se stechiometrii 2:1 (14-3-3/PdQ52K-P) by pak meél byt
pozorovan v osmé linii. Vznik komplexu je ovSem pozorovan i v dalSich liniich, coz je
pravdépodobné¢  zpisobeno  dal§imi, nespecifickymi  interakci mezi  14-3-3

a fosforylovanym Pd.
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PAQ52K
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Obr. 28 Gel z15% TBE nativni elektroforézy ukazujici postupny vznik komplexu
14-3-3/PdQ52K-P s pribyvajici koncentraci 14-3-3 proteinu (zobrazeno cernym
trojuhelnikem). Vznik komplexu se stechiometrii 2:1 by mél byt pozorovan v linii 8, kterd
je oznacena Sipkou.

Dale bylo zjistovano, jaky vliv maji na vazbu s fosducinem rizné formy 14-3-3
proteinu. Pro interakci byl pouzit 14-3-3(wt sodstépenym His-Tagem, 14-3-3{wt
obsahujicim His-Tag a 14-3-3AC, coZz je mutant neobsahujici inhibujici C-konec.
14-3-3(wt s odstépenym His-Tagem a 14-3-3AC jiz byly vyrobeny v nasi laboratofi.
Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 29. Pro pokus byl pouzit PdQ52K o koncentraci
1 - 10"M a koncentrace 14-3-3 proteinti byla 2 - 10*M. Pfi této elektroforéze neni pouzit
14-3-3(noW, ale z ndmi ziskanych dat bylo ovéteno, Ze tato forma 14-3-3 proteinu patii

mezi formy nejlépe interagujicimi s PAQ52K-P (data nezobrazena), stejné jako 14-3-3AC.

PAQS2KE-P
14-3-3wi-NO
1433wt NO +
PAQS2K-P
14-3- 3wt

14-3 3wt +
PAQS2K P
14-3-3dC +
PAQS2K-P

PAQ52K
14-3-34C

Obr. 29 Viiv mutantni formy 14-3-3 na jeji vazbu s PdQ52K-P. 14-3-3wt-NO znaci 14-3-3{wt bez
His-Tagu, 14-3-3wt znaci 14-3-3{wt s His-Tagem, 14-3-3dC znaci 14-3-34C. Z obrazku
Jje patrné, ze vSechny formy 14-3-3 proteinu interaguji s fosducinem za vzniku komplexu
(posun zony) a zda se, ze nejlepsi komplex je tvoren se 14-3-34C.
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5.2.2 Meéreni stacionarni Trp fluorescence PdQ52K

Metoda ptivodné zamyslena k zisku disociacni konstanty K, se stala pouze oveéfovaci.
Nartst intenzity fluorescence jediného tryptofanu fosducinu (Trp29), ktery se nachdzi
v tésné prostorové blizkosti fosforylacnich mist Ser54 a Ser73, vypovidd o vzijemné
interakci fosducinu PdQ52K-P (,,P* znaci fosforylovany) se 14-3-3(noW proteinem. Pro
meéfeni byl pouzit mutant 14-3-3 neobsahujici tryptofany, které by ruSily signal
fosducinového Trp29 (viz. kapitola 4.17.2).

K méfeni byly pouzity PdQ52K-P o plvodnich koncentracich 30, 50 a 70uM
a k nim byl pfidavan 14-3-3(noW. Koncentrace obou proteinii se s rostoucim objemem
snizovala. Tab. 3 na str. 64 zobrazuje koncentrace jednotlivych proteinti béhem méteni
s ptidavkem 14-3-3(noW. V tabulce jsou barevné vyznaceny koncentrace, kdy dochézi ke
vzniku komplexu 14-3-3(noW/PdQ52K-P se stechiometrii 2:1. Je pfidan sloupec
s polovi¢éni koncentraci 14-3-3(noW pro piehledné srovnani koncentraci obou proteint,
které by se mély ptiblizné rovnat. Excitace byla nastavena na 297 nm, aby nedochézelo
k ptilisné excitaci tyrosinli (280 nm) obsazenych v obou proteinech, emise byla nastavena
na 350 nm, aby nedochazelo ke zbytecnému zkreslovani spektra rozptylenym zatfenim,
nebo emitujicimi tyrosiny.

Pro prezentaci byl vybran graf pro 50uM PdQS52K-P (viz. Obr. 30, str. 66),
u kterého byl nejlépe patrny narist intenzity fluorescence. Jelikoz je tato metoda velmi
citlivd, je nachylna k velké chybé ptfi méfeni, proto nebylo u obou dalSich grafi mozné
pozorovat jasny narist intenzity a zaroven proto nebylo mozné data prolozit pro zisk

disocia¢ni konstanty komplexu K.

- 64 -



Tab. 3 Zobrazeni koncentraci proteinii béhem méreni staciondrni Trp fluorescence

c g c . c .
Vi | G| Gonn | g0 | et oo
[mol - 1] [mol - 1] [mol - 1]
0 3,00E-05 5,00E-05 6,00E-05 0,00E+00 0,00E+00
10 2,94E-05 4,90E-05 5,88E-05 4,01E-06 2,00E-06
20 2,89E-05 4,81E-05 5,77E-05 7,86E-06 3,93E-06
30 2,83E-05 4,72E-05 5,66E-05 1,16E-05 5,78E-06
50 2,73E-05 4,55E-05 5,46E-05 1,86E-05 9,29E-06
70 2,63E-05 4,39E-05 5,26E-05 2,51E-05 1,26E-05
90 2,54E-05 4,24E-05 5,09E-05 3,12E-05 1,56E-05
110 2,46E-05 4,10E-05 4,92E-05 3,69E-05 1,84E-05
130 2,38E-05 3,97E-05 4,76E-05 4,22E-05 2,11E-05
150 2,31E-05 3,85E-05 4,62E-05 4,72E-05 2,36E-05
200 2,14E-05 3,57E-05 4,29E-05 5,84E-05 2,92E-05
250 2,00E-05 3,33E-05 4,00E-05 6,81E-05 3,41E-05
300 1,88E-05 3,13E-05 3,75E-05 7,66E-05 3,83E-05
350 1,76E-05 2,94E-05 3,53E-05 8,42E-05 4,21E-05
400 1,67E-05 2,78E-05 3,33E-05 9,08E-05 4,54E-05
Vysvétleni k tabulce 3:

Tabulka 3 zobrazuje skute¢né koncentrace proteini béhem méieni. Barevné jsou
vyznaceny ty koncentrace, pii kterych by mélo dojit ke vzniku komplexu
14-3-3(noW/PdQ52K-P se stechiometrii 2:1. Posledni sloupec udava polovi¢ni koncentraci
14-3-3(noW pro leh¢i srovnani koncentraci. V pfipad€ vzniku komplexu se stechiometrii
2:1 by se koncentrace PdQ52K-P a koncentrace v poslednim sloupci tabulky mély
pfiblizné rovnat.
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Obr. 30 Zobrazeni narustu tryptofanove fluorescence PdQ52K-P po pridavku 14-3-3(noW.

5.3 Limitovana proteolyza

Limitovand proteolyza byla pouzita k odhaleni flexibilnich oblasti fosducinu, které
zméni svoji konformaci a tim 1 citlivost vic¢i proteasam po vazb& Pd na protein 14-3-3.
Zaroven nam tato metoda také umoZiiuje navrhnout konstrukt DNA kodujici cast
fosducinu, kterd je schopna se 14-3-3 tvofit komplex. Tento komplex bez obsahu
fosducinovych flexibilnich oblasti by mélo jit snaze krystalovat (viz. kapitola 4.15).

Pro tento cel byly pouzity enzymy chymotrypsin A a trypsin, jejichZ koncentrace
v roztoku dosahovala hodnoty 1,2 - 10®M. Enzymy puisobily na jednotlivé proteiny,
ptipadné komplexy, konkrétné na PdQ52K, PdQ52K-P, 14-3-3, 14-3-3 + PdQ52K a 14-3-3
+ PdQ52K-P, po rizné dlouhou dobu (0, 15, 30 min. a navic jesté¢ 60 minut ve smési obou
proteinll). Koncentrace proteini byla 10uM pro fosducin a 20uM pro 14-3-3. Aktivita
enzymu byla zastavena ponofenim smési do lazn¢ o 100 °C na dobu 3 minut. Smési byly
nanaSeny na 15% SDS-PAGE gel (10 pl smési + 2,5 ul SDS-barviva). Elektroforéza bézela
pii 190 V po dobu cca 40 minut. Gely byly pfedany k vyhodnoceni obsahu jednotlivych
zon metodou hmotnostni spektroskopie MALDI-TOF ve spolupraci s Doc. RNDr.
Miroslavem Sulcem, Ph.D. z MBU AV CR, v.v.i.
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Obr. 31 15% SDS-PAGE gel zobrazujici pusobeni chymotrypsinu A na proteiny a proteinovy
komplex. Zony, které budou vyhodnoceny metodou MALDI-TOF jsou oznaceny Sipkami.
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Obr. 32 15% SDS-PAGE gel zobrazujici piisobeni trypsinu na proteiny a proteinovy komplex.
Zony, které budou vyhodnoceny metodou MALDI-TOF jsou oznaceny Sipkami.

5.4 Analyticka ultracentrifugace

Me¢fteni na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-1, Beckman Coulter (USA)

a vyhodnocovani naméfenych dat v programech Sedphit a Sedphat bylo provadéno ve

spolupraci s Mgr. Lenkou Rezabkovou z PiF UK (viz. kapitola 4.16). Z namé&fenych dat

byla zjiSténa stechiometrie komplexu 14-3-3/Pd s vysledkem 2:1, kde ,2*“ zna¢i dva

monomery 14-3-3 proteinu vazajici jeden fosducin (,,1). Ddle byla zjisténa disocia¢ni

konstanta komplexu, ktera je pfiblizn¢ SuM.
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Obr. 33 Data ziskand metodou sedimentacnich rovnovah. Hodnoty (Residuals) experimentalnich
dat jsou nahodné distribuovany okolo fitu (hodnota 0,00), coz vypovida o vhodné
zvoleném modelu monomer-dimer.

5.5 Casové-rozliSena fluorescenéni méreni Trp29

Meéteni cCasové-rozliSeného dohasinani intenzity tryptofanové fluorescnece bylo
pouzito k ziskani informace ohledné vlivu vazby 14-3-3 proteinu na strukturu riznych
forem fosforylovaného fosducinu, konkrétné PdQ52K, Pd wt a PdQ52KS73A
a na nefosforylovany PdQ52K (oznaceny Pd). Také byl zkouman vliv samotné fosforylace
fosducinu na jeho strukturu. Dale bylo méfeno Casové-rozliSené dohasindni anizotropie
fluorescence, které umoziiuje urcenirotacnich korela¢nich ¢asi @ proteinu, nebo
proteinového komplexu a tim i studium zmén flexibility (viz. kapitola 4.17.3).

Koncentrace fosducint byla 30puM, koncentrace 14-3-3(noW 60uM, aby byl zajistén
vznik komplexu se stechiometrii 2:1 (dva monomery 14-3-3 na jeden fosducin). Obr. 34 na
str. 69 zobrazuje kiivky dohasindni anizotropie fluorescence vzorkd fosducinu pied
pfidinim 14-3-3. Z obrazku mulzeme usoudit, ze fosforylace zdsadnim zplisobem
neovlivituje pohyblivost Trp29 ve fosducinu (jediny Trp zbytek v molekule), jelikoz se
jednotlivé kiivky pfili§ neli§i. Mirnd zavislost na fosforylaci je vidét ve stfedni Casti
dohasindni (100-200 ns), kterd odrdzi korela¢ni Casy souvisejici se segmentalnimi pohyby
fosducinu. Dale je mozné pozorovat, ze kiivka fosforylovaného fosducinu lezi
systematicky pod kiivkou nefosforylované¢ho fosducinu, coz mize nasvédcovat zméné
vnitini flexibility po fosforylaci. Ov§em zména polohy kiivky je pozorovana na hranici
signifikantnosti. Zminény jev je patrny i v Tab. 4 na str. 71, konkrétné v poklesu amplitudy
charakterizujici pomalé pohyby f; (,,s“ z angl. slow) o hodnotu 0,02, coZ indikuje vzrist

sumarni amplitudy rychlych pohybt o stejnou hodnotu, jelikoz (Bs+ .+ B) = ro=konst.
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Obr. 34 Dohasinani anizotropie fluorescence fosducinu (PD) v nepritomnosti 14-3-3.
Nefosforylovany Pd (prazdna kolecka), fosforylovany PdQ52KS73A (plna kolecka),
fosforylovany Pd wt (prazdné kosoctverce), fosforylovany PdQ52K (plné kosoctverce).

Na Obr. 35 na str. 70, je zobrazeno dohasindni anizotropie fluorescence Trp29
v pfitomnosti 14-3-3. Z posuvu kiivek k vy$§im hodnotdm v dlouhych €asech po excitaci
je vidét, Ze dochazi k interakci fosforylovanych vzorka se 14-3-3. Sila interakce vzrista
v poradi Pd wt < PdQ52KS73A < PdQ52K, kde je maximalni, coZ je ve shod€ s vysledky
analyzy dob zivota (viz. déle). Z Obr. 35 na str. 70, je také patrné, Zze dochazi
1 k slabé nespecifické interakci 14-3-3 proteinu s nefosforylovanym fosducinem (prazdna
kolecka) (ve srovnani s Obr. 34). Nutno podotknout, Ze pozorované zmény v Obr. 35 na
str. 70 nejsou zpusobeny zménou velikosti komplexu, kterd by se projevila zménou
smérnice kiivek v ,,pozdnich Casech”. Vertikdlni posuvy kiivek jsou pravdépodobné
zpiisobeny mixovanim anizotropii pochazejicich od variabilnich frakci volného

a navazaného fosducinu.
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Obr. 35 Dohasinani  anizotropie fluorescence fosducinu (PD) v pritomnosti 14-3-3.
Nefosforylovany Pd (prazdna kolecka), fosforylovany Pd wt (plna kolecka),
fosforylovany PQ52KS73A (prazdné kosoctverce), fosforylovany PdQ52K (plné
kosoctverce).

Z Tab. 4, na str. 71 je mozné vycist, ze stfedni doba zivota (SD=0.05 ns) mirné (ale

signiﬁkantné) klesa s fosforylaci fosducinu (Tpq > Tpq wt > TPAQ52KST3A = Tde52K). Po
navazani 14-3-3 doba Zzivota naopak vzdy vzroste. Postupny vzriist hodnot (Tpg:i4-3-3

< Tpd wit1433 < TPQ52KS73A+14-3-3 < Tpds2k+14-3-3) pravdépodobné odrazi vzrist afinity
fosforylovaného Pd k 14-3-3 a tudiz za danych podminek 1 vzristajici frakci navazaného
14-3-3 vykazujiciho delsi dobu Zzivota fluorescence. U nefosforylované kontroly se po
pfidani 14-3-3 stiedni doba Zivota neménila.
Z tabulky je dale mozné vycist:
(i)  VSechny parametry dohasinani anizotropie Pd wt jsou v mezich pfesnosti stejné
jako u nefosforylovaného fosducinu, tzn., Ze fosforylace u Pd wt neovliviiuje zadny
z pohybt Trp29.
(i) Fosforylace PdQ52K a PdQ52KS73A ovliviuyji rychlé a stiedné rychlé pohyby
Trp29. Kromé zmén amplitud dochdzi i ke vzristu hodnoty &,z 0,6 na 0,8 a 0,9
u nefosforylovaného Pd (PD), PAQ52KS73A a PdQ52K. &, vzrista z 2,8 ns (PD) na
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34 ns a 3,7 ns u PdQ52KS73A a PdQS52K. Detailni interpretace prodlouzeni
korela¢nich dob by byla velmi spekulativni.

(i) Dohasinani anizotropie PD + 14-3-3 a Pd wt + 14-3-3 se neli$i. Maly rozdil mezi
kiivkami patrny z Obr. 35 na str. 70, ktery by mohl byt interpretovan jako slaba
interakce Pd wt se 14-3-3, je zplsoben pouze nulovou smérnici kiivky dohasinani
PdQ52KS73A +14-3-3 v dlouhych casech. U PdQ52KS73A + 14-3-3 vyslo &, vétsi
nez 500 ns, ve srovnani s cca 100 ns u PD + 14-3-3. Takova hodnota se vzhledem ke
kratké dob¢ Zivota fluorescence nedé v tabulce uvést. Z Obr. 35 na str. 70 je to jasné
vidét a svédci to ziejmé o agregaci vzorku Pd wt + 14-3-3.

Lze tedy shrnout, ze Pd wt se 14-3-3 pravdépodobné neinteraguje nebo interaguje
pouze zanedbatelné. Tomu napovidé i v ramci chyby identickd stfedni doba Zivota

fluorescence u PD + 14-3-3 a Pd wt + 14-3-3.

Tab. 4 Vysledky z méreni dohasinani fluorescencni anizotropie

T (Df (Dm (DS
k 4
Vzore [ns] by ms] | Pn [ns] b [ns]
PD 3.61 0.05 0.6 0,00 28 0.06 30-50
PD + 14-33 3,63 0,04 0.3 011 2.1 0,08 50-100
Pd wi 3.43 0.06 0.8 0.08 3.4 0.05 30-50
Pd wt
\ o 3,74 0,07 0.3 0,08 22 0,10 | 50-100
PAQ52KS73A | 3,52 0.05 0.6 0.10 2.6 0.05 30-50
PAQ52KST3A
A 3,67 0,04 0.2 0,10 2.0 0,08 50-100
PdQ52K 3.35 0.06 0.0 0.10 3.7 0.04 30-50
PdQ52K
A 3,95 _ _ 0,08 1.6 0,14 | 50-100
Legenda k tabulce 4:

T znaci stfedni dobu Zivota, f znaci amplitudu pro rychlé (f, z angl. fast), stfedni (m,
z angl. medium) a pomalé (s, z angl. slow) pohyby, @ znaci rotacni korela¢ni ¢asy. PD
znaci nefosforylovany PdQ52K, ostatni formy fosducinu jsou fosforylovany.
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6 Diskuze

Tato diplomové prace se vénuje biofyzikalni charakterizaci proteinového komplexu
14-3-3¢ proteinu s proteinem fosducinem. Oba proteiny jsou dilezitymi komponentami
v regulaci ptenosu signdlu v oku. Charakterizace a nésledné strukturni studie komplexu
14-3-3/Pd by mohly odhalit doposud nezndmy zpasob regulace fosducinu 14-3-3
proteinem.

V ramci této diplomové prace byly v bakteridlnim systému E. coli BL21(DE3)
exprimovany proteiny 14-3-3¢ wt, 14-3-3¢(noW, PdQ52K, Pd wt a PdQ52KS73A. VSechny
vyse zminéné proteiny byly uspésné purifikovany za pouziti nékolika chromatografickych
technik. VSechny isoformy fosducinu (Pd) byly uspésné fosforylovany in vitro pomoci
katalytické domény PKA.

K ovéfeni vzniku komplexu byla pouzita nativni elektroforéza, kdy je protein
nanasen na gel v tzv. nativnim stavu, coZ znamena, ze je mozné pozorovat vnik komplexu,
jelikoz nedochazi k denaturaci proteinu. Na Obr. 26, str. 61 je zobrazen vznik komplexu
fosforylované¢ho PdQ52K se 14-3-3 proteinem. Obr. 27 na str. 62 pak potvrzuje nutnost
fosforylace obou fosforyla¢nich mist fosducinu (Ser54 a Ser73) ke tvorbé komplexu. Pro
tyto ucely byly uz diive vyrobeny mutantni formy fosducinu, kde u formy PdQ52K
dochazi k fosforylaci obou mist, u formy PdQS52KS73A dochazi k fosforylaci Ser54
a pfirozeny fosducin Pd wt je PKA fosforylovan v misté Ser73. Vznik komplexu byl déle
potvrzen méfenim staciondrni tryptofanové fluorescence fosducinu pii jeho vazbé se
14-3-3(noW. Tato mutantni forma neobsahuje ve své primarni struktufe tryptofany
(konkrétné mutace W59F a W228F), které by branily efektu nartstu intenzity fluorescence
u fosducinového tryptofanu 29.

Pro odhaleni flexibilnich fosducinovych regioni nekrytych 14-3-3 proteinem
v komplexu byla pouzita metoda limitované proteolyzy. K tomuto ucelu byly pouzity dva
proteolytické enzymy trypsin a chymotrypsin A, které pusobily na jednotlivé proteiny
a proteinovy komplex po rizné dlouhou dobu. Vysledné smési proteinli byly naneseny na
gel SDS-PAGE. Vybrané zony budou analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF. Na zakladé proteinovych sekvenci lze navrhnout konstrukt fosducinu
schopného interagovat se 14-3-3. Tento konstrukt by nemél obsahovat flexibilni oblasti,

aby jej bylo mozné vyuzit ke tvorbé krystalu komplexu se 14-3-3.

-72 -



Analyticka ultracentrifugace byla pouZita pro urceni stechiometrie komplexu a urceni
disociacni konstanty. Metodou sedimentacnich rovnovédh byla zjiSténa stechiometrie
komplexu 14-3-3/Pd 2:1, kde dochazi k interakci dvou monomerti 14-3-3 tvofticich dimer,
s jednim fosducinem. Touto metodou byla také odhadnuta disocia¢ni konstanta komplexu
Ky s vysledkem SuM.

Casové-rozlisené méfeni dohasinani fluorescence anizotropie potvrdilo vazbu 14-3-3
proteinu s dvakrat fosforylovanym fosducinem (PdQ52K). Vliv samotné fosforylace
(v neptitomnosti 14-3-3) na strukturu fosducinu byl zanedbatelny (viz. Obr. 34, str. 69).
Tab. 4 na str. 71 ukazuje narist pomalych pohybi v zavislosti na vazbé fosforylovaného
fosducinu (PdQ52K a PdQ52KS73A) se 14-3-3 proteinem (ddno amplitudami f). Naopak
slabd vazba byla pozorovana mezi 14-3-3 a fosforylovanym Pd wt a nefosforylovanym
PdQ52K.

Tyto ziskané vysledky budou nasledné vyuzity pii designu strukturnich studii

komplexu 14-3-3/Pd pomoci technik NMR ¢i rentgenostrukturni analyzy.
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7 Zavér

Hlavni vysledky této prace jsou:

Byly uspésné exprimovany a purifikovany proteiny 14-3-3¢ wt, 14-3-3(noW, Pd wt,
PdQ52K a PdQ52KS73A se ziskem miligramovych mnoZzstvi.

Vsechny purifikované formy fosducinu byly fosforylovany pomoci PKA in vitro.
Pomoci nativni elektroforézy byl prokazan vznik komplexu 14-3-3/Pd a dale byla
ovéefena nutnost fosforylace fosforylacnich mist Ser54 a Ser73 na fosducinu pro vznik
komplexu.

Pomoci limitované proteolyzy bylo ukazano, ze vazba 14-3-3 méni konformaci
molekuly Pd.

Pomoci analytické ultracentrifugace byla zjiSténa stechiometrie komplexu 14-3-3/Pd
s vysledkem 2:1, kde ,2“ zna¢i dva monomery 14-3-3 proteinu interagujiciho
s jednim fosducinem. Daéle byla odhadnuta disociacni konstanta K,; komplexu
14-3-3/Pd s vysledkem S5uM.

Pomoci Casové-rozliSené tryptofanové fluorescence fosducinu byly popsany zmény
v proteinovych pohybech fosducinu pii jeho vazbé se 14-3-3. Dale bylo zjisténo, ze
samotnd fosforylace fosducinu nema vliv (nebo jen nepatrny) na jeho flexibilitu.
Me¢éteni casové-rozlisSeného dohasinani anizotropie fluorescence dale ukdzalo, Ze
k fosforylovanému Pd wt. Nejsilngj$i vazebnd interakce byla pozorovéna

s fosforylovanym PdQ52K.
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