Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva interakci proteinu 14-3-3 a fosducinu, které se
podileji na regulaci pienosu signalu v oc¢ni sitnici obratlovct. Tento pienos a zaroven
1 zesileni signalu jsou zprostiedkovany G-proteinovou signalni drahou. Pienos signalu
Vv zavislosti na intenzité svétla je regulovan dal$imi proteiny vcetné fosducinu.

Fosducin je 33kDa protein, ktery je exprimovan v mnoha tkanich, ptredevsim
ve fotoreceptorovych burkach oc¢ni sitnice. Jeho regulac¢ni funkce spociva v inhibici
funkce G-proteinu (transducinu). Pii pienosu signalu je nutny rozpad transducinu Giafy
na podjednotku a (Gia) a komplex By (G¢By). Pro opétovnou funkci je nutna reasociace
heterotrimeru Gify, Cemuz zabranuje fosducin, a to vazbou na komplex Gify.
Neptitomnost kompletniho transducinu ma za nésledek pferuSeni signalni dréhy
a snizeni pfenosu signadlu. Pfi slabém osvétleni je nutné piendSeny signal zesilit,
a proto je v sitnici adaptované na tmu fosducin fosforylovan, coz rozrusi jeho vazbu
s Gtpy podjednotkou a obnovi funkci transducinu. Fosforylovany fosducin je vazan
proteinem 14-3-3. Uloha proteinu 14-3-3 v regulaci funkce fosducinu je viak stale
nejasna.

Protein 14-3-3 je 28 kDa protein, ktery je exprimovan ve vSech eukaryotickych
buiikach. Jedna se o protein s rigidni strukturou, ktery vdze a reguluje funkce vice nez tfi
sta proteint, ¢imz se ucastni velké Skaly biochemickych procest. Ve fotoreceptorovych
bunikach dokaze vazat fosducin fosforylovany na Ser-54 a Ser-73. Touto vazbou inhibuje
jeho interakci s komplexem Gy a podili se tak na regulaci pfenosu signalu. Zaroven
pravdépodobné chrani fosforylovany fosducin od ucinku fosfatas a proteas.

Béhem této bakalaiské prace byly exprimovany mutantni proteiny fosducinu
(PdQ52K) a proteinu 14-3-3( (14-3-3(noW) v bakterialnim systému E. coli BL21(DE3)
a uspeésne purifikovany s vytézky miligramovych mnozstvi. Ke studiu interakce mezi
N-terminalni ¢asti fosducinu a proteinem 14-3-3 bylo vyuzito méfeni akrylamidem
zhasené fluorescence Trp-29 proteinu PdQ52K v nepfitomnosti a pfitomnosti proteinu
14-3-3{noW. Z méteni byly vypocteny hodnoty Sternovy-Volmerovy konstanty, které
naznacuji, ze vazba proteinu 14-3-3(noW nema signifikantni vliv na N-terminalni oblast

molekuly PdQ52K obsahujici Trp-29.



