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1 Uvod

Hlavni téma této diplomové prace je prFiprava komplext 14-3-3 proteinu
s mutantnimi verzemi regulacni domény enzymu tyrozin hydroxylazy.

Tyrozin hydroxyldza je enzym, ktery hraje centrdlni roli v procesu biosyntézy
neuropfenade¢i dopaminu, norepinefrinu a epinefrinu. Disfunkce tyrozin hydroxylazy
muze vést k fad€é neurologickych stavil. Napfiklad se mze podilet na vzniku depresi
[Nestler a kol., 1990] nebo Parkinsonovy choroby [Haavik a Toska, 1998]. Aktivace
tohoto enzymu probihd v nékolika urovnich, z nichz klicovou je jeho fosforylace
nadvou serinovych zbytcich (19 a 40) anasledna interakce sregulaénim 14-3-3
proteinem.

14-3-3 proteiny patii k rodin¢ dulezitych regulaénich bilkovin vyskytujicich se
ve viech eukaryotnich burikach. Jsou to bilkoviny, které se G¢astni fady vyznamnych
biologickych déji, jako je napfiklad programovana bunéna smrt, regulace syntézy
neurohormonii nebo kontrola buné¢ného cyklu [Fu a kol., 2000; van Hemert a kol.,
2001]). Z&kladni vlastnosti 14-3-3 proteint je jejich schopnost véazat fosforylované
proteiny a peptidy a prostiednictvim téchto vazebnych interakci regulovat funkci svych
vazebnych partner. 14-3-3 protein tedy hraje vyznamnou roli v regulaci struktury
a funkce tyrozin hydroxyldzy. Jak ale presné¢ 14-3-3 protein tyrozin hydroxylazu
ovliviiuje, neni doposud znamo.

Objasnéni role 14-3-3 proteinu v regulaci aktivity tyrozin hydroxylazy je, z hlediska
vyvoje [éEby vySe zminénych onemocnéni, dulezité pro mnoho biomedicinskych obord.
Tato diplomova préace je soucasti projektu, ktery ma za cil studium vlivu vazby 14-3-3

proteinu na strukturu a funkci tyrozin hydroxylazy.



2 Teoreticky uvod

Tato diplomova préace je soucasti vyzkumného projektu, tykajiciho se studia vlivu
vazby 14-3-3 proteinu na funkci a strukturu enzymu tyrozin hydroxylazy, ktery je feSen
na Prfirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze, katedie Fyzikalni
a makromolekularni chemie, pod vedenim RNDr. Tomase Obsila, PhD.

Laboratof Dr. Obsila se zabyva expresemi a purifikacemi regulaéni domény tyrozin
hydroxylazy, studiem vlivu fosforylace Ser-19 a Ser-40 na strukturu regulaéni domény
tyrozin hydroxylazy pomoci fluorescenéni spektroskopie a také studiem vlivu vazby 14-

3-3 proteinu na konformaci regula¢ni domény tyrozin hydroxylazy.

2.1 Tyrozin hydroxylaza

211 Tyrozin hydroxylaza v souvislostech

Tyrozin hydroxyléza tvofi spolu s fenylalanin a tryptofan hydroxylazou dilezitou
rodinu enzymi ze tfidy oxidoreduktaz, podskupiny oxygenaz, které katalyzuji zavedeni
hydroxylu (skupiny —OH) do molekuly substratu. Obrazek 2.1 znazorriuje obecné
reakce téchto enzymu, které katalyzuji hydroxylaci postranniho fetézce aromatickych
aminokyselin. Jako kofaktor vyuZzivaji substrat tetrahydrobiopterin (BH,), coby zdroj
dvou elektrond, které jsou tfeba k prevedeni atomu kysliku na vodu [Fitzpatrick, 2003].
Z toho divodu je uvedenda skupina enzymi také nazyvana tetrahydrobiopterin-

dependentni hydrolazy.
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Obr. 2.1 Obecné (hydroxylacni) reakce enzymu fenylalanin hydroxylazy (PheH),
tyrozin hydroxylazy (TyrH) a tryptofan hydroxylazy (TrpH) [Fitzpatrick, 2003].

Eukaryotni formy téchto enzymu jsou studovany zdavodd jejich fyziologické
dalezitosti.

Fenylalanin hydroxyliza (EC 1.14.16.1) je jaterni enzym ucastnici se regulace
fenylalaninu v organizmu. Nedostatek tohoto enzymu =z velké ¢&asti prispiva
k onemocnéni fenylketonurii [Eisensmith a Woo, 1991], coz je dédi¢na porucha latkové
premény bilkovin. Systém latkové premény ¢Elovéka s fenylketonurii je posSkozovén
pfitomnosti vy$§iho mnoZzstvi fenylalaninu, ktery se v jeho téle nerozklada. Uklada se
ptedeviim v mozku, ¢imz dochazi k rychlému poSkozeni centrdlni nervové soustavy
s mnoha dusledky (mentalni postiZeni, kieCe, svétlé vlasy a o€i pro nedostatek melaninu
aj.) [Daubner a kol., 1997a].

Tryptofan hydroxylaza (EC 1.14.16.4) je enzym, ktery katalyzuje prvni krok
biosyntézy serotoninu, hydoxylaci tryptofanu na 5-hydroxytryptofan. Cely serotonin —
energeticky systém je znam jako dilezity modulator nalady, emoci, spanku a chuti
a uplatiiuje se také v ovlivnéni mnoha vlastnosti tykajicich se chovani [Schloss
a Williams, 1998]. V posledni dob& jsou zmény genu tryptofan hydroxylazy spojovéany
s projevy agresivity [Rujescu a kol., 2002]. Stejné tak se v posledni dobé diskutuje
o takzvaném akutnim poklesu tryptofanu v organizmu, ktery u pacientl trpicich
depresemi zplsobuje zvySeni pfiznakd ztisnénosti [Spillmann a kol., 2001]. Existence
tohoto enzymu byla také prokazana v 17 odli§nych bakteridlnich genomech [Fitzpatrick,
2003].
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Tyrozin hydroxyliaza (EC 1.14.16.2), enzym, jehoZ se tato prace tyka, se vyskytuje
v bunikach nervového systému a nadledvinek. Jeho hlavnim dkolem je katalyzovat
pfeménu tyrozinu na L-3,4-dyhydroxyfenylalanin (L-DOPAMIN), coz je prvni, rychlost
fidici krok biosyntézy katecholaminovych neuropfenase¢d dopaminu, norepinefrinu
a epinefrinu [Fitzpatrick, 2003; Fitzpatrick a kol., 1989]. Tyrozin hydroxylaza je také
piedmétem kratkodobych a dlouhodobych regulaénich systéml na drovni transkripce,

translace i postransla¢ni modifikace bilkovin.

I ptes funkéni odlisnost jednotlivych enzym, jsou jejich primérni struktury velice
podobné. Na obrazku 2.2 vidime srovnani primarnich sekvenci lidské tryptofan
hydroxylazy (hTrpOH), lidské fenylalanin hydroxylazy (hPheOH) a potkani tyrozin
hydroxylazy (rTyrOH). V oblasti valinu 164 u rTyrOH, 117 u hPheOH a valinu 105
u hTrpOH je patrna neobyc¢ejna shodnost. Srovnani aminokyselinovych sekvenci téchto
tii enzym( ukazuje, Zze jsou ze dvou tfetin identické, nejvice se shoduji v oblasti C-
konce. Neshoduji se pouze v oblasti N-terminalniho konce [Daubner a kol., 1993;

Maass a kol., 2003; Wang a kol., 2002; Daubner a kol., 1997b].
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Obr. 2.2  Porovndni aminokyselinovych sekvenci lidské tryptofan hydroxylazy



(hTrpOH), lidské fenylalanin hydroxyldzy (hPheOH) a potkani tyrozin hydroxylazy
(rTyrOH) [Wang a kol., 2002].

2.1.2 Obecné vlastnosti tyrozin hydroxylazy

Molekula tyrozin hydroxylazy obsahuje 498 aminokyselinovych zbytkl a sklada se
ze tii domén: regulatni domény, katalytické domény a tetramerizacni domény
[Goodwill a kol., 1997]. V roztoku tvofi tyrozin hydroxyldza tetramery a kazdy
monomer obsahuje v aktivnim centru jeden atom Zeleza (obr. 2.3) [Goodwill a kol.,
1998].

Obr. 2.3 Obrdzek tetrameru tyrozin hydroxyldzy, pricemz kazdy monomer obsahuje
ve svém aktivnim centru jeden atom Zeleza (ten je zndzornén bodem ve stredu kazdého

monomeru) [Goodwill a kol., 1998].

Jak jiz bylo zminéno, tyrozin hydroxyldza hraje centrdlni roli v biosyntéze
neuropfenadei. Z divodu tak dualezité funkce je jeji aktivita fizena v nékolika
trovnich. Kli¢ovou roli zde hraje zejména fosforylace regulaéni domény
na aminokyselinach Ser-19 a Ser-40. Ser-19 je fosforylovan Ca**/calmodulin-
dependentni kinazou nebo MAPKAP kinazou 2 [Vulliet a kol., 1984; Sutherland a kol.,
1993]. Ser-40 je fosforylovan fadou proteinovych kindz, napf. cAMP-dependentni

12



protein kindzou A, Ca*‘/calmodulin-dependentni kindzou nebo MAPKAP kinazou 1
[Kumer a Vrana, 1996] (obr. 2.4). Efekt fosforylace Ser-40 je pomérn€ dobfe
prostudovan. Tato fosforylace aktivitu tyrozin hydroxylazy znaéné zvy3uje [Sura a kol.,
2004]. Vliv fosforylace Ser-19 na aktivitu tyrozin hydroxylazy je stile nejasny. Tato
fosforylace s nejvétsi  pravdépodobnosti indukuje vazbu tyrozin hydroxyldzy

s regulaénim 14-3-3 proteinem [Ichimura a kol., 1987].

mmp
(PoPK ) (CAM PK n)( PKC ) ( A CT
¥
NHy— 8 13 40 153 TH

Obr. 2.4 Fosforylacni mista regulacni domény tyrozin hydroxyldazy a jejich aktivace
prostiednictvim kindz. PDPK: Prolin-idici protein kindza; CAM PK II: Kalmodulin-
dependentni proteinkindza II; PKC: Protein kindza C; ERK: Extracelularni signdl-
regulujici kindza, cAMP-PKA: cAMP-dependentni protein kindza A.

Oblast téchto fosforylaénich mist je z medicinského hlediska velice zajimava.
Objasnéni mechanizmu regulace tyrozin hydroxylazy by vyznamné pfispélo k rozvoji
vyzkumu novych Ié¢iv potlaCujicich onemocnéni zpisobenych pravé disfunkci tyrozin

hydroxylazy (viz nize).

2.1.3 Disfunkce tyrozin hydroxylazy

Disfunkce tyrozin hydroxylazy maze vést k fadé neurologickych stavl, napiiklad se
muze podilet na vzniku deprese a v nemensi mife také na vzniku Parkinsonovy choroby

[Haavik a Toska, 1998; Nestler a kol., 1990].

Parkinsonova choroba je chronické onemocnéni, postihujici centralni nervovou
soustavu, které nalezi ke skupiné onemocnéni motorického systému. Parkinsonova
choroba je pfimym disledkem ubytku nervovych bunék v ¢asti mozku nazyvané Cerna
substance (substantia nigra). Tyto nervové buriky produkuji dopamin, neurotransmiter

(pfenased), ktery zajistuje pfenos signalii mezi nervovymi burikami a jehoZ biosyntéza
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je katalyzovana pravé tyrozin hydroxylazou [Choi a kol., 2006]. Dopaminergni systém
se podili na modulaci celkového chovani organizmu, zejména v souvislosti s motivaci
a emocemi. Reguluje funkci motorickych neuronii v bazalnich gangliich a tcastni se
regulace systému hypothalamu a hypofyzy. Nedostatek dopaminu ovliviiuje chovani
nervovych bunék takovym zpiisobem, Ze pacient postupné prestava byt schopen ovladat
nebo kontrolovat sviij pohyb. Pfiznaky Parkinsonovy choroby &asto ptichdzeji postupné
s rostouci zavaznosti. Patfi mezi né tfes nebo chvéni koncetin, obtize s udrzovanim
rovnovahy pfi chlzi, ztuhlost nebo strnulost celého téla a obecné zpomaleni
pohyblivosti (oznacované jako bradykinéze). V posledni fazi tyto pfiznaky vedou
k depresim, psychotickym staviim a demenci [Miyasaki a kol., 2006]. Parkinsonova
choroba se miiZe projevit i za mnoho let po prodélaném virovém zanétu mozku,
po otravach manganem, oxidem uhelnatym, methylalkoholem, po dlouhodobé aplikaci
antidepresiv ¢i narkotik. Jsou popisovany i pourazové pripady, v souvislosti s rozvojem
aterosklerézy. Diskutuje se i o souvislosti s nedostate¢nou &innosti jater a pohlavnich
Zlaz [Borges, 2005].

Parkinsonovu chorobu nelze vylé¢it. Byly vyvinuty I€ky, které poméhaji pacientim
prekonat vétSinu pfiznakd, avSak zadné Iéky nejsou schopny jeji dal§i vyvoj zastavit.
Proto je také studium vlastnosti a funkce tyrozin hydroxyldzy v poslednich letech
pfedmétem prace mnoha veédcl. VétSina odbornikii se shoduje, ze nejvhodné&jsi doba
k nasazeni 1écby je v okamziku, kdy pacient pociti ur€ité "funk&ni postizeni", které mu
brani vykonavat cCinnosti dulezité pro kvalitu jeho Zivota. Klasicka 1é¢ba spociva
v podavéani celé fady I€kid, které obsahuji dopamin, dale antihistaminika,
anticholinergika. Nékdy se pristupuje k operaci mozku a transplantaci tkané diené

nadledvinek [http://www.michaeljfox.org/parkinsons/index.php].
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2.2 14-3-3 proteiny

2.2.1 Obecné vlastnosti 14-3-3 proteinl

14-3-3 proteiny jsou rodina vysoce konzervovanych bilkovin, vyskytujicich se
v eukaryotnich burikach, pficemz k jejich expresi dochdzi v burikdch nervového
systému. Tridimenziondlni struktura 14-3-3 proteinu byla zatim objasnéna u dvou
lidskych izoforem tau a zeta [Liu a kol., 1995; Ferl a kol., 2002]. 14-3-3 protein je
dimer, pficemz kazdy monomer se sklddd =z deviti antiparalelnich a-helixd,
usporadanych do dvou strukturnich domén (obr. 2.5). Spojeni mezi monomery je
z velké ¢asti zplsobeno hydrofobnimi interakcemi [Yaffe a kol.,, 1997; Xiao a kol.,
1995].

Obr. 2.5 Schéma struktury 14-3-3 proteinu (dimerni struktura) [Benzinger a kol.,
2005].

14-3-3 proteiny hraji vyznamnou roli v fad¢ dilezitych biologickych déji, jakymi
jsou napftiklad regulace signélni transdukce, programovand bun&tna smrt (apoptdza),
kontrola buné¢ného cyklu ¢i regulace syntézy neurohormont [Fu a kol., 2000; Stavridi
a kol., 2001]. Velmi dllezitou vlastnosti 14-3-3 proteini je jejich schopnost specificky
vazat fosforylované peptidy a proteiny, které obsahuji motiv s fosforylovnym serinovym
¢i threoninovym zbytkem [Hermeking, 2003]. Doposud bylo v literatufe publikovéno
vice nez sto rliznych bilkovin, které jsou schopny se 14-3-3 proteiny vytvaret komplexy.

Mezi klasické vazebné partnery téchto bilkovin patii napfiklad protein kindza Raf-1,
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protein kinaza C ¢i enzymy, které se podileji na syntéze neuropfena$e¢i, napf. tryptofan
hydroxylaza, tyrozin hydroxylaza nebo serotonin N-acetyltranferaza [Obsil a kol., 2001;
Petosa a kol., 1998]. Prostfednictvim té€chto vazebnych interakci plisobi 14-3-3 proteiny
jako regulatory ovlivilujici strukturu svych vazebnych partner(, a tim reguluji jejich

enzymovou aktivitu ¢i bunéénou lokalizaci [Yaffe, 2002].

2.2.2 Vliv vazby 14-3-3 proteinu na vlastnosti tyrozin hydroxylazy

Samotna fosforylace na Ser-19 nema na aktivitu tyrozin hydroxyldzy Zadny vliv,
avsak vazba 14-3-3 proteinu, kterd je touto fosforylaci indukovana, ma za nasledek
vyrazné zvyseni aktivity tyrozin hydroxyldzy [Ichimura a kol., 1987; Itagaki a kol.,
1999; Kleppe a kol., 2001]. O funkci vazby 14-3-3 proteinu na fosforylovanou regula¢ni
doménu tyrozin hydroxylazy se stale spekuluje. Jednou z moznych eventualit je snaha
14-3-3 proteinu chranit fosforylovany Ser-40 pred defosforylaci, ¢imz by udrzel enzym
v aktivni form&. Dal$i moznosti je, Zze vazba 14-3-3 proteinu stabilizuje konformaci
tyrozin hydroxylazy [Kleppe a kol., 2001]. Dadle je také mozné, ze 14-3-3 protein ma
za kol chranit oblast dvaceti aminokyselin okolo Ser-40, ktera je velice citliva
na proteolytickou degradaci, a ktera se fosforylaci stavé jesté¢ nachylngjsi k proteolyze

[Fitzpatrick, 1999].

2.3 Fluorescence

Fluorescence je jev, pii kterém je energie, absorbovana pfechodem elektroni mezi
atomovymi nebo molekulovymi energetickymi hladinami, opét emitovéna jako svételné
zateni. Excitace fluoreskujicich molekul se dosahuje viditelnym nebo ultrafialovym
zafenim.

Fluorescenci pozorujeme pouze b&hem buzeni, po jeho skonéeni prakticky ihned
mizi (doba dohasinani je obvykle fadové 10%s). Na obrazku 2.6 je schematicky
znazornéna situace pfi absorpci, fluorescenci a fosforescenci zéfeni slozité molekuly.

Cv v

elektronového stavu S, na vibraéni hladinu S, excitovaného stavu. Béhem doby Zivota
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‘v v

excitovaného stavu piejde molekula vlivem tzv. vnitini konverze na nejnizsi vibra&ni
hladinu S,. Emitované fluorescenéni zafeni vznikne tak, Zze ze stavu S, pfejde molekula
do polohy zakladniho elektronového stavu S,. Fluorescence je tedy spinové dovoleny

zaFivy piechod, obvykle z rovnovazné vibraéni hladiny stavu S, do nékteré z vibranich

hladin zakladniho stavu S,

b

F—— vibratni relaxace
S, . vnitfni konverze

1 = -, Mezisystémova

1™ konverze
“ H
T
absorbce fluorescence fosforescence
y y
a r

y

7~10"%s 7~ 10%s 7~ 103.10°s

Obr. 2.6  Schéma prechodit mezi elektronové vibracnimi stavy sloZité molekuly.
K deexcitaci molekuly dochazi bud’ zdFivymi prechody (luminiscence, tzn. fluorescence
Ci fosforescence) nebo nezdfivymi prechody (vnitini konverze, mezisystémova konverze,
vibracni relaxace; viz teckované Sipky). Doba trvani t jednotlivych procesi je
pro absorpci Fdadové 1077 s, pro fluorescenci 107%s, pro fosforescenci je mnohem delsi

nez 107%s (obvykle milisekundy az sekundy), pro vibracni relaxaci 1072-1077s,

pro vnitrni  konverzi  10°%-1072s, pro  mezisystémovou konverzi 107-1072s

[http://www 1.1f].cuni.cz/~zfisar/fluorescence/soubory/principy.htm].

2.3.1 Fluorescence bilkovin

Studium fluorescenéniho zareni se stalo vysoce uzite¢nou metodou pii feSeni fady
problému souvisejicich se strukturou bilkovin a jejich interakcemi. Jako fluorescenéni
chromofory slouzi v bilkovinach bud’ aromatické postranni fetézce aminokyselin
tyrozinu, tryptofanu nebo fenylalaninu, nebo pfirozené vazané chromofory jako je
napfiklad flavinadenindinukleotid (FAD). Jejich absorpéni pas lezi mezi 240 a 300 nm,

emise je rovnéz v ultrafialové oblasti [Kalous a Pavlicek, 1980]. Dominantnim
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fluoroforem je tryptofan, resp. jeho indolova skupina, nebot’” mé mnohem $irsi emisni
spektrum a vétsi kvantovy vytéZek neZ tyrozin, jehoz fluorescenci umoziuje jeho
fenolovy kruh. Fenylalanin se na celkové fluorescenci bilkovin prakticky nepodili.
Fluorescence tryptofanu je velmi citliva na vlastnosti jeho okoli a Ize ji proto pouZit pro
sledovani konformacnich zmén proteint, napf. pfi vazbé ligandi nebo pfi interakcich

protein-protein [http://psych.Ifl.cuni.cz/fluorescence/soubory/fluorofory.htm].

2.3.2 Pouziti fluorescenéni spektroskopie

Hlavnim cilem projektu, jehoZ soucésti je tato diplomova prace, je studium interakce
a vlivu vazby 14-3-3 proteinu na konformaci regulaéni domény tyrozin hydroxylazy.
Konkrétné jde o studium vlivu fosforylace a vazby 14-3-3 proteinu na strukturu
regulaéni domény tyrozin hydroxyldzy. Jednim z hlavnich nastroji k feSeni tohoto
problému jsou metody stacionarni a Casové rozliSené fluorescenéni spektroskopie.
Regulaéni doména tyrozin hydroxyldzy neobsahuje zadné tryptofanové zbytky, coz
umoznuje, s pouzitim molekuldrné¢ biologickych metod, vlozit tryptofanovy zbytek
do mist, kde chceme studovat pfipadné strukturni zmény. Pfipravené mutanty regula¢ni
domény tyrozin hydroxylazy, obsahujici pouze jeden tryptofanovy zbytek, mohou byt
také pouzity v experimentech vyuzivajicich Forsterlv rezonanéni pfenos energie

(FRET).
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3 Cil prace

Pomoci bodové mutageneze ptipravit sérii mutantd regulaéni domény enzymu
tyrozin hydroxylazy obsahujici pouze jeden tryptofanovy zbytek na pfedem

vybranych mistech.

Provést expresi a purifikaci plvodni nemutované verze regula¢ni domény tyrozin

hydroxylazy.

Provést expresi a purifikaci dvou mutantnich verzi regulaéni domény tyrozin

hydroxylazy.

Provést expresi a purifikaci dvou variant 14-3-3 proteinu, a to jeho monomerni

a dimerni formy.

Otestovat vazebné interakce mezi 14-3-3 proteinem a regulacni doménou tyrozin

hydroxylazy.



4 Experimentalni ¢ast

4.1 Molekularné biologické metody

V této praci byla jako matefskd DNA pro mutagenezi pouzita cDNA regulacni
doména lidské tyrozin hydroxylazy (THIR), (izoforma I), vnesena do vektoru pET-15b
(mapa plazmidu viz kap. 9, pFiloha A) obsahujici $t€pné misto pro TEV protedzu.

Ve vsech ptipadech doslo k mutaci fenylalaninu na tryptofan. Regulaéni doména

tyrozin hydroxylazy byla mutovana v pozicich 14, 34, 73, 103 a 131.

41.1 Cilena bodova mutageneze
4111 Amplifikace DNA

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda pro enzymatickou syntézu
definované sekvence DNA. Reakce vyuziva dvou oligonukleotidovych primerd, které
hybridizuji s protichGdnymi vlakny DNA aod jejich 3"-koncli je zahdjena syntéza
komplementarnich fetézcd. Syntéza novych komplemetarnich vldken je katalyzovana
termostabilni DNA polymerdzou. Opakovéni cykld, které zahrnuji denaturaci DNA
templatd (denaturation), hybridizaci primert (annealing) a syntézu komplementarnich
vlaken DNA (extension), ma za vysledek exponencidlni narist poctu specifickych DNA

fragmentt (obr. 4.1).
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Obr. 4.1 Amplifikace DNA pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR).

Dle aminokyselinové sekvence THIR byly pro polymerazovou fetézovou reakci
navrzeny a pouzity oligonukleotidy uvedené v tabulce 4.1. Ve vSech péti pripadech byla

provedena mutace fenylalaninu (Phe) na tryptofan (Trp).

Phe oligo Up CCA CAG GCC AAG GGC TGG CGC AGG CGC GTG TCT
14 oligoDown AGA CAC GCG CCT GCG CCA GCC CTIT GGC CTIG TGG

Phe oligoUp  ATC ATG TCC CCG CGG TGG ATT GGG CGC AGG CAG
34 oligoDown CTG CCT GCG CCC AAT CCA CCG CGG GGA CAT GAT

Phe oligo Up CTG GAG GCT GTG GCC TGG GAG GAG AAG GAG GGG
23 oligoDown CCC CTC CTT CTC CTC CCA GGC CAC AGC CTC CAG

Phe .Oligo Up CGA GCT GTG AAG GTG TGG GAG ACG TTT GAA GCC
103 oligo Down GGC TTC AAA CGT CTC CCA CAC CTT CAC AGC TCG

Phe  oligoUp  CCC CAC CTG GAG TAC TGG GIG CGA CTC GAG GTG
131 oligoDown CAC CTC GAG TCG CAC CCA GTA CTC CAG GTG GGG

Tab. 4.1 V tabulce jsou zaznamendny nukleotidové sekvence primerii, které byly

pouzity pro PCR. Tucné jsou vyznaceny triplety bazi, které koduji tryptofan.

Vzorky pro polymerazovou fetézovou reakci byly pfipraveny nasledovné:

Sl 10x pufr pro DNA polymerazu
1 ul ptvodni cDNA
I ul 10 - 10° mol - dm” dNTP (smé&s dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

2,5 ul oligonukleotid Up
2,5 ul oligonukleotid Down
35 ul destilovana voda

Il polymeraza Pfu turbo (Strategene, USA) - aktivita 2,5 u - pl!
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Amplifikace ¢cDNA pomoci PCR byla provedena v pfistroji pro polymerdzovou
fetézovou reakci (Hybaid — PCR Express, USA) dle néasledujiciho programu, pfi¢emz
amplifikace probihala ve 25 opakovénich, tzn. prvni tii kroky prob&hly 25x. Celkové

tento program trval 6 hodin 8 minut:

95°C ... 30s
51°C ... 1 min
68°C ... 12min
68°C ... 12 min
4°C ... hold

41.2 Restrikéni $tépeni

Smés po PCR reakci obsahovala plivodni, nemutovanou cDNA a velké mnozstvi
nové, zmutované cDNA. K odstranéni nemutované cDNA byl do smési ptidan 1 ul
restrikéniho enzymu Dpn 1 (New England Biolabs, Kanada), ktery specificky rozstépil
plivodni, nemutovanou methylovanou DNA bakterialniho ptivodu. Inkubace probihala

2 hodiny pti teploté 37 °C.

41.3 Ovéreni predpokladané délky mutantnich DNA

Pro ovéreni, Ze smés po polymerazové retézové reakci obsahovala cDNA o délce
predpokladaného poctu bazi, byla po inkubaci s restrikénim enzymem Dpn I provedena
agarézova elektroforéza. Diky negativnimu néboji se DNA pohybuje v agarézovém gelu
smérem k anodé, a tak dochazi k rozdéleni fragmentd DNA dle velikosti. Cim jsou
DNA fragmenty kratsi, tim rychleji migruji.

K separaci fragmentii po mutagenezni PCR byl pouzit 1% agarozovy gel: 0,35 g
agarozy (Carl Roth GmbH, Némecko) bylo rozpusténo ve 35 ml TBE pufru (6 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Carl Roth GmbH, Némecko); 3 g kyseliny borité
(Carl Roth GmbH, Némecko); 0,4 g EDTA (Duchefa biochemie, Haarlem), pH 8).
Vzorky plazmidu obsahujiciho vzdy jednu z mutovanych verzi regulaéni domény

tyrozin hydroxylazy byly pfipraveny nasledujicim zplsobem: 10 pl amplifikované DNA
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a 2 pl vzorkovaciho pufru (roztok 50% glycerolu (Lachema a. s., Neratovice); 0,5%
bromfenolové modie (Sigma, USA); 0,5% xylen cyanolu (Sigma, USA)). Elektroforéza
probihala v prostiedi TBE pufru. Po ukon&eni elektroforézy, byl gel inkubovan
s roztokem ethidium bromidu o koncentraci 10 pg - mI'. Molekuly ethidium bromidu se
vazi do prostoru mezi bazemi DNA (dochazi ktzv. interkalaci) a v disledku
hydrofobnich interakci dochazi k velkému zvySeni fluorescence ethidium bromidu.
Po 15 minutach inkubace byl gel pfenesen do destilované vody a po 10 minutich

inkubace byl ozafen UV svétlem (viz kap. 5.1.1).

4.2 Biochemické metody

4.2.1 Analyza mutované cDNA TH1R

Vysledek bodové mutageneze bylo zapotfebi ovéfit pomoci sekvenace.
Syntetizovana (PCR reakci) mutovanda cDNA THIR byla transformovana do bakterii
E. coli (kmen DH5a).

Transformace je proces, pfi kterém je prendSena cizorodd genetickd informace
do hostitelské burky. Pét mutantnich PCR produktd, kodujicich mutantni proteiny, bylo
zabudovano ve vektoru pET-15b. Aby mohly hostitelské buiiky pfijmout cizorody
plazmid z vné&jSiho prostfedi, musi byt pozménény vlastnosti jejich bun&tné stény.
K tomu Ize pouzit metodu zvanou teplotni Sok. Ten byl proveden dle nasledujiciho
postupu. Ke 40 pl kompetentnich bunék bakterii byl pfidan 1 pl cDNA. Smés se
inkubovala 20 min pfi teplot¢ 0 °C. Smés byla poté ponofena na 45 vtefin do lazné
o teploté¢ 42 °C, a potom okamzit¢ 2 min inkubovana pfi teplot¢ 0 °C. Ke smési bylo
poté piidano 400 pl LB média (10 g Bacto trypton (Carl Roth GmbH, Némecko); 5 g
Bacto-yeast extract (Carl Roth GmbH, Némecko); 10g NaCl (Lachema a. s.,
Neratovice); doplnéni vodou do 1 litru) ohfatého na teplotu 37 °C. Dale byly vzorky
inkubovany pfi teplot¢ 37 °C s konstantnim tfepanim 190 rpm. Smés byla nasledné
nanesena na Petriho misky s zivnym LB agarem (10 g Bacto trypton; 5 g Bacto-yeast
extract; 10 g NaCl; 20 g agar (Carl Roth GmbH, Némecko); doplnéni vodou do 1 I;
sterilni; antibiotikum ampicilin (Sigma, USA) o koncentraci 100 pg - ml’', které byly 12
hodin inkubovany pfti teploté 37 °C.
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Pouze bakterie, které b&hem transformace pfijaly plazmidovou DNA, ziskaly
schopnost rezistence vaci antibiotiku. Na Petriho misce tudiz vyrostly pouze kolonie
bakterii odolnych vi¢i ampicilinu, tedy pouze téch, které ptijaly plazmid obsahujici
mutovanou formu genu regula¢ni domény tyrozin hydroxyldzy. Na kazdé z misek
vyrostlo pfiblizné 250 kolonii bakterii.

Nasledn¢ byly z kazdé misky odebrany tfi kolonie bakterii a sterilné preneseny
do 5 ml LB média obsahujiciho ampicilin (o koncentraci 100 pg - ml'). Bakterie byly
kultivovany 16 hodin pfi teplot¢ 37 °C za konstantniho tfepani 190 rpm. Plazmidova
DNA byla vyizolovana z bakteridlnich kultur pomoci metody Jetquick (Genomed,
Némecko). Takto pripravené vzorky plazmidové DNA byly zaslany na sekvenaci, ktera
byla provedena v Mikrobiologickém ustavu AV CR, viz sekvenaéni chromatogramy

(obr. 5.2-5.6).

4211 Transformace mutované plazmidové cDNA do expresniho kmene
bakterii Escherichia coli BL21 (DE3)

Mutované varianty cDNA THIR byly tentokrat transformovany do expresniho
kmene bakterii £. Coli BL21 (DE3). Déle bylo postupovano dle stejného protokolu jako
u transformace do bakteridlniho kmene E. coli (kmen DHS5a), viz vyse (kap. 4.2.1)
Na kazdé z misek vyrostlo pfiblizn€ 200 kolonii bakterii.

Transformace mutovanych variant regulaéni domény tyrozin hydroxylazy
do expresniho kmene bakterii poslouzila k pfipravé transformovanych bakterii

schopnych produkovat velké mnozstvi rekombinantniho proteinu.

4.21.2 Test exprese proteinu TH1R

Exprese mutovaného genu je kontrolovana velice silnym promotorem T7 izolovanym
z bakteriofdga T7, ktery fidi expresi genu ¢10. Enzym T7 RNA polymerdza tento
promotor specificky rozpoznava. Pro expresi je nutno dodat do hostitelskych bun¢k T7
RNA polymerazu, ato bud’ infekci bakteriofdgem, nebo jeji indukovanou expresi.
V naSem pfipadé byla exprese T7 RNA polymerazy indukovédna lacZ promotorem
pomoci induktoru IPTG (Sigma, USA). Pro expresi byl pouzit bakteridlni kmen
E. Coli BL21 (DE3), ktery vesvém genomu nese T7 RNA polymerdzovy gen

fizeny lacZ promotorem. Pfirozeny lac represor brani expresi bez pfitomnosti induktoru
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IPTG.
Expresni kmen bakterii £. Coli BL21 (DE3) je tedy schopen produkovat bilkovinu
teprve po aktivaci induktorem IPTG (obr. 4.2). Této vlastnosti bylo vyuzito k ovéfeni

produkce proteinu bakteriemi.

e,

Very mgh levels
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Obr. 4.2 Aktivace T7 promotoru induktorem IPTG [http://www.ncbi.nlm.nih.gov].

Bakterialni kultura (5 ml, 100 pg'ml' ampicilin), obsahujici plazmid pET-15b
s mutovanou regulacni doménou tyrozin hydroxyldzy, byla 16 hodin inkubovana
pfi teplot¢ 37 °C s konstantnim tfepanim 190 rpm. Poté byla nafedéna tak, aby
absorbance roztoku pii vinové délce 600 nm byla 0,8. Dale byl pfidan roztok induktoru
IPTG (finalni koncentrace 0,5 10 ~* mol -dm ) a kultura byla inkubovéna pfi teploté
37 °C a konstantnim tfepani 190 rpm. V Casovych intervalech 1 a 2 hodin po indukci
byly odebrany vzorky (100 pl) pro nasledujici SDS-PAGE elektroforézu.

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoreses) je
elektroforetickd metoda pouzivana predevsim k separaci a k ur¢ovani molekulovych vah
proteini. SDS je latka pouzivana zvlast¢ v chromatografii jako tenzid (iontovy
detergent). Tenzid dodecylsiran sodny rozbaluje proteiny a vytvafi s nimi komplexy
s konstantnim pomérem vahy a naboje. Molekuly se tedy v polyakrylamidovém gelu
déli na zakladé velikosti. Zaporn¢ nabité komplexy proteinti s SDS putuji k anodé
pfi konstantnim napéti od 150 V do 200 V. Neznamé vzorky se srovnavaji se standardy
molekulovych vah. Nejb&znéji se pouzivaji 12% a 15% polyakrylamidové gely (sloZzeni
viz tab. 4.2).
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12%gel  15% gel

Akrylamid/Bis-akrylamid 3ml 3,75 ml
(Carl Roth GmbH, |
Némecko) ;
Tris-HCI pufr (Carl Roth 1,87 ml 1,87 ml
GmbH, Némecko) ‘
10% SDS (Sigma, USA) | 75 ul 75 ul
destilovana voda | 2,6 ml 1,75 ml
10% peroxodisiran amonny | 45 ul 45 pl
(Sigma, USA) :
90% TEMED (Carl Roth' 8 ul 8

GmbH, Némecko)

Tab. 4.2 Slozeni pouzivanych 12% a 15% polyakrylamidovych gelii pro SDS-PAGE.
polyakry yeh gelu p

Po naneseni vzorkli na pfipraveny polyakrylamidovy gel byla spusténa vertikélni
elektroforéza pfi konstantnim napéti 150 V. Gel byl poté 60 min inkubovén s roztokem
Coomassie modti R-250 (Lachema a.s., Neratovice) rozpu$téné ve smési methanol
: kyselina octova : voda v poméru 4,5 : 1 : 4,5. Nasledné byl gel inkubovéan po dobu
90 minut v roztoku methanol :kyselina octovd :voda v poméru 1 :8 :1. Jako
srovnavaci vzorek byl na gel nanesen roztok standardu obsahujici proteiny o znamych
molekulovych vahach. Byl pouzit standard molekulovych hmotnosti, ktery obsahoval
smés proteinti o relativnich molekulovych hmotnostech 97 000, 67 000, 45 000 a 29 000
(viz kap. 5.2.1).

4.2.2 Purifikace regulaéni domény tyrozin hydroxylazy

V této kapitole bude popsana purifikace tfi verzi regulacni domény tyrozin
hydroxylazy. Jednak byla purifikovana plvodni nemutovand verze regulacni &asti
tohoto enzymu (WT) a jednak dvé formy mutované regulaéni domény tyrozin
hydroxylazy, jejichz mutageneze je popsana v kap. 4.1.1. Z péti mutantnich bilkovin
byly vybrany dvé, pfipravené mutacemi plvodni regulaéni domény TH v pozicich 34
a 73 (Phe34Trp, Phe73Trp).
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Pro v3echny tyto tFi varianty tyrozin hydroxylazy byl pouzit témérf stejny purifikalni
protokol. Lisi se pouze v tom, ze z diivodu nestability pvodni regulatni domény TH
nebyla u této formy enzymu provadéna kationtové vyménnd chromatografie jako
posledni purifikacni krok, ale purifikace byla ukonéena jiz po niklové afinitni

chromatografii.

4.2.2.1 Priprava TH1R na purifikaci

Exprese bakterialni kultury obsahujici dany protein byla provadéna ve tiech litrech
LB média. Do Sesti zkumavek obsahujicich po S ml LB média byl pfidan ampicilin,
(vysledna koncentrace ve zkumavce byla 100 mg - ml'), a 5 ul glycerolového roztoku
bakteridlni kultury bunék E. coli BL21 (DE3) obsahujicich vektor pro expresi piislu§né
verze THIR. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany 12 hodin pfiteploté 37 °C
za konstantniho tfepani 200 rpm. Po 12 hodinach byl do tfech Erlenmayerovych ban¢k
obsahujicich po 1 I LB média ptidan ampicilin o stejné vysledné koncentraci a do kazdé
bylo pfidano 10 ml ptipravené bakterialni kultury bunék E. coli BL21 (DE3). Inkubace
probihala pfiblizné tfi hodiny, konkrétné do optické denzity vzorku 0,8 (pfi vinové délce
600 nm). V tuto chvili bylo ke kazdému litru kultury ptidano 2,5 ml roztoku induktoru
IPTG o koncentraci 0,2 mol - dm™, ktery spustil produkci bilkoviny. Exprese probihala
12 hodin pfi teploté 37 °C za konstantniho tfepani 200 rpm.

Takto pfipravena bakterialni kultura byla centrifugovéna pti teploté 4 °C a 3000 rpm
(centrifuga Sorval RC-5B, DuPont Instruments, rotor SS34) po dobu 45 minut.
Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan ve 120 ml pufru, ktery obsahoval
PBS; 1 mol - dm” NaCl; 4 - 10° mol - dm> BME (Carl Roth GmbH, Némecko); 2 - 107
mol - dm™ imidazol (Carl Roth GmbH, Némecko).

K resuspendovanym bakteriim byl pfidan lysozym (findlni konc. 100 pg - ml™"), jehoz
tkolem bylo rozstépit polysacharidy bunééné stény atim narusit jeji strukturu,
a deoxyribonukledza o finalni koncentraci 3 - 102 g - ml', jejimZ cilem bylo rozit&pit
deoxiribonukleovou kyselinu. Smés byla podobu jedné hodiny inkubovana
za konstantniho michani p#i teploté 4 “C. Takto nizk4 teplota byla zvolena z toho
diivodu, aby se zabranilo proteolytické degradaci protein(.

Nasledné byla provedena sonikace lyzovanych bakterii pfi teplot€é 4 °C (Ultrasonic

Processor, Cole Farmer, USA). V pétiminutovych intervalech byla smés vystavena péti
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jednominutovym pulziim ultrazvuku. Sonikat byl poté hodinu centrifugovan
pii 13500 rpm pii teploté 4 °C.
Tyrozin hydroxylaza je enzym velice citlivy na zmény teplot, proto bylo velmi

dilezité udrzovat jej neustéle pfi teploté 4 °C.

4.2.2.2 Niklova afinitni chromatografie TH1R

Principidln€ niklova afinitni chromatografie vyuziva vysoké afinity aminokyseliny
histidinu na nikelnaté kationty. V3echny tfi mutantni proteiny TH1R byly exprimovany
jako fuzni proteiny obsahujici na svém N-konci fetézec Sesti histidint (tzv. His-Tag
¢i histidinovou kotvu). Chromatografickd kolona, naplnéna chelataéni sepharosovou
matrici (Amersham Biosciences, Svédsko) s navazanou nitriltrioctovou kyselinou,
na sebe po promyti roztokem NiSOs (Lachema a.s., Neratovice) navaze nikelnaté
kationty. Aminokyselina histidin tvofi stabilni komplex s nikelnatym kationtem, a proto
jsou fuzni proteiny, obsahujici ve své sekvenci fetézec Sesti histidint, schopny
specificky se vazat na niklovou sepharosu s vysokou afinitou. Nespecificky navazané
proteiny, obsahujici histidinové zbytky ve svém fetézci, jsou eluovany pomoci roztoku
o malé koncentraci imidazolu (6 - 10 mol - dm?). Specificky navazané flizni proteiny,
obsahujici histidinovou kotvu, jsou eluovany roztokem imidazolu o koncentraci
0,6 mol - dm™.

Kolona o objemu 5 ml (HiTrap™) obsahujici sepharosu (Amersham Biosciences,
Svédsko) byla promyvana nasledovné:

e 15 mlroztoku EDTA (50 - 10°mol - dm™) a NaCl (0,5 mol - dm™)

e 15 ml destilované vody

e 50 mINiSO, (0,1 mol - dm™)

e 15 ml destilované vody

e |5 mlpufr E (viz nize)

o prefiltrovany sonikat (filtr Ratilabo - Spritzenfilter, nylon 0,45 um, Némecko)

Pufr E: PBS; 0,5mol-dm™® NaCl; 2-10° mol-dm?® BME; 1-10® mol-dm?

imidazol; pH 8

Pufr F: PBS; 0,5 mol - dm” NaCl; 2 - 10° mol - dm™ BME; 0,6 mol - dm™ imidazol,

10% glycerol; pH 8
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Kolona s navazanym sonikatem byla poté pfipojena k systému pro vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii (dmersham Biosciences, Svédsko). Vzorek byl promyvan

gradientem pufrii E a F (sloZeni viz vy3e) rychlosti 0,5 ml - min™' (viz obr. 5.8 - 5.10).

4.2.2.3 Ovéreni cistoty TH1R pomoci SDS-PAGE

Vzorky, které mély obsahovat mutantni proteiny a zarovenl co nejmen$i mnoZstvi
nespecificky navazanych bilkovin, byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel a byla
provedena proteinova elektroforéza SDS-PAGE. Jako srovnavaci vzorek byl na gel
nanesen roztok standardu obsahujici fragmenty o zndmych molekulovych véhéch
(viz obr. 5.11 - 5.13).

4.2.2.4 Kationtové vyménna chromatografie TH1R

Protoze protein nebyl po niklové afinitni chromatografii jesté dostatecné Cisty, musel
byt proveden dalsi purifikacni krok, kationtové vyménna chromatochrafie.

Kationtové vyménna chromatografie je metoda, kterd se pouziva k separaci Céstic
nesouci kladny néaboj. Chromatograficka kolona obsahuje negativné nabitou matrici,
ktera elektrostaticky interaguje s pozitivné nabitymi molekulami bilkoviny. Nejprve
se na kolonu nané$i separovany vzorek. Vzorek se pfi prichodu kolonou na matrici
navéaze. Poté se chromatografickd kolona ekvilibruje pufrem o nizké iontové sile, ¢imz
dochazi k vymyti slab& navazanych proteinl, a pak jiz nasleduje eluce navazanych
proteinti postupné vzristajicim gradientem iontové sily eluéniho pufru.

Pro tuto chromatografii byla pouzita kolona oobjemu 5 ml sSP sepharosou
(Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona byla ptipojena k ptistroji ,,AKTAprimeT™
(Amersham Biosciences, Svédsko) pro vysokotginnou kapalinovou chromatografii
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography). Prefiltrovany vzorek (filtr
Ratilabo-Spritzenfilter, nylon 0,45um, Némecko) bilkoviny byl nanesen na kolonu. Byla
spusténa nastavend metoda, ktera zajistila zménu koncentraéniho gradientu od 0%
do 100 % smési pufri E a F (viz nize), pficemz 0 % byl pouze pufr E a 100 % pouze
pufr F. Vzorek byl z kolony vymyvan rychlosti 1,5 ml - min™'. Detektor snimal absorpci

eluovanych proteinti pti vinové délce 280 nm (viz obr. 5.14 a 5.15).
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Pufr E: 5-10? mol-dm™ kyselina citronovd; 2-10° mol-dm” EDTA; 10%
glycerol; 2 - 10° mol - dm? DTT (Carl Roth GmbH, Némecko); 0,2 - 10° mol - dm™
PMSF (Carl Roth GmbH, Némecko); pH 6,3

Pufr F: 5 - 102 mol - dm™ kyselina citronov4; 1 - 10° mol - dm® EDTA; | - mol - dm”
NaCl; 2 - 10*mol - dm™ DTT; 0,2 - 10°mol - dm™ PMSF; pH 6,3

4.2.2.5 Fosforylace

Fosforylace je obecné reakce, pii které je fosfatova skupina (PO.*) pfipojena
k organické molekule. Jednou z prednich vlastnosti 14-3-3 proteinu je jeho schopnost
specificky vazat fosforylované peptidy a proteiny. Abychom mohli pfipravit komplexy
14-3-3 proteinu s THIR, bylo nejprve nezbytné viechny tfi varianty regulacni domény
tyrozin hydroxylazy nafosforylovat.

Pro fosforylaci byly pfipraveny tfi vzorky obsahujici c-AMP-dependentni protein
kinazu A (Promega, USA), ATP (finalni koncentrace 0,75 - 107 mol - dm?); MgCl,
(findlni koncentrace 15-10° mol-dm™), a0,5 mg jednotlivych variant regulaéni
domény tyrozin hydroxylazy. V piipadé pivodni varianty THIR WT byla findlni
koncentrace 0,27 - 107 g - ml", u varianty THIR Phe34Trp byla koncentrace proteinu
0,50-10° g-ml' auTHIR Phe73Trp 1,60-10° g-ml'. Vzorky byly pfipraveny

nasledovné:

wT Phe34Trp  Phe73Trp
0,5 mg proteinu 1,85 ml I ml 0,31 ml
50 - 10° mol - dm? ATP 28 ul 15 pl 4,7 ul
I mol - dm” MgCl, 28 ul 15 pl 4,7 ul
95 u” PKA 3 pl 3 ul 3 pl

Tab. 4.3 Slozeni vzorku jednotlivych variant THIR pro fosforylaci.

Takto pfipravené vzorky byly dvé hodiny inkubovény ve vodni ldzni pfi teploté
30 °C. Po jedné hodiné byl ptidan stejny objem roztoku ATP jako na pocatku. Vzorky
byly dal$i hodinu inkubovany pti teplot¢ 30 °C. Poté byly roztoky preneseny
do dialyzaénich membran a 12 h dialyzovany pfi teplot¢ 4 °C  proti pufru, ktery
obsahoval 2 - 102 mol - dm™ Tris-HCI (Carl Roth GmbH, Némecko) pH 7,5; 5102
mol - dm™ NaCl; 1 - 10°mol - dm® EDTA; 5 - 10°mol - dm> DTT; 10% glycerol.
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“ u = unit (jednotka aktivity); I unit je mnozstvi enzymu cAMP PKA, které je tieba

k zaclenéni 1 pmol fosfdtu do proteinu kaseinu za 1 minutu pri teploté 30 °C.

4.2.3 Purifikace 14-3-3 proteinu — monomerni a dimerni varianta

V pfipad€é monomerni varianty byl purifikovan lidsky protein 14-3-3(, ze kterého
byly pfedem odstranény oba tryptofany, respektive byly pomoci cilené bodové
mutageneze pfeménény na fenylalanin, ato jak napozici aminokyseliny 59, tak
na pozici 228. Zarovei byl tento protein opatfen mutaci na pozici 58, kde byl serin
pfeménén na kyselinu asparagovou, coz blokuje tvorbu dimerniho proteinu za vzniku
monomeru. Tento protein byl exprimovéan v expresnim kmeni bakterii Escherichia coli
BL21 (DE3).

V ptipad¢ dimeru byl pouzit stejny protein 14-3-3(, ale opatfeny pouze mutacemi
tryptofan(i na fenylalaniny (pozice 59 a 228). Protein byl taktéz exprimovan v bakteriich
Escherichia coli BL21 (DE3).

Pro purifikace obou téchto proteint 14-3-3C (Trp5S9Phe, Trp228Phe, Ser58Asp) a 14-
3-3C (TrpS9Phe, Trp228Phe) byl pouzit stejny purifikaéni protokol.

4.2.3.1 Priprava 14-3-3 proteinu na purifikaci

Ptiprava 14-3-3 proteinu na purifikaci probihala obdobn¢ jako pfiprava regula¢ni
domény tyrozin hydroxylazy (viz kap. 4.2.2.1). Nejprve byly pfipraveny tfi litry
bakterialni kultury, které byly inkubovany s induktorem IPTG (findlni koncentrace
0,5 - 107 mol - dm™). Exprese probihala 12 hodin pfi teploté¢ 37 °C. Déle byla provedena
centrifugace a pelet byl resuspendovan ve 120 ml resuspendaéniho pufru.
K resuspendovanym bakteriim byl pfidan lysozym a deoxyribonukledza. Smés byla
po dobu jedné hodiny inkubovana pfi teploté 4 °C. Nasledné byla provedena sonikace
lyzovanych bakterii pfi teploté 4 °C. Sonikat byl hodinu centrifugovan pfi 13500 rpm.
Supernatant byl uchovan pfi teplot¢ -80 °C anasledné pouzit na niklovou afinitni

chromatografii.
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4.2.3.2 Niklova afinitni chromatografie 14-3-3 proteinu

Stejné jako pfi purifikaci THIR byla jako prvni purifika¢ni krok pouzita niklové
afinitni chromatografie, jejiz princip je podrobnéji popsan v kapitole 4.2.2.2.

Byla pouzita stejnd kolona i matrice. Kolona o objemu 5 ml obsahujici sepharosu
byla promyvana roztokem EDTA (50 -10° mol-dm?) a NaCl (0,5 mol-dm?),
destilovanou vodou, roztokem NiSO; (0,1 - mol-dm™), opét destilovanou vodou,
pufrem E (kap. 4.2.2.2) a prefiltrovanym sonikatem. Kolona byla poté pfipojena
k systému pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Vzorek byl vymyvén
gradientem pufrdi E a F (kap. 4.2.2.2) rychlosti 1,5 m! - min™ (obr. 5.18 a 5.19). Podle
chromatogram  byly  vybrany frakce, které byly nasledn€¢ naneseny

na polyakrylamidovy gel pro ovéfeni Cistoty jednotlivych frakci.

4.2.3.3 Dialyza

Dialyza je separaéni metoda, ktera se pouziva k odstranéni nizkomolekularnich latek
z roztokl protein(, nebo téz ke zméné sloZeni roztoku, ve kterém je protein rozpustén.
Pro dialyzu se uziva dialyza¢nich membréan s vhodnou velikosti p6rt. Tyto membrany
jsou nepropustné pro vysokomolekularni latky a souasné¢ propustné pro
nizkomolekuldrni latky. Nizkomolekularni latky se pohybuji pfes membranu ve sméru
koncentra¢niho gradientu.

Podle gelu SDS-PAGE byly vybrany frakce, které obsahovaly co nejméné
nespecificky navdzanych proteini. Tyto frakce byly kvantitativné prevedeny
do dialyzaénich membran (Carl Roth GmbH, Némecko, MCO 14 000) a byla provedena
dialyza pufrem (2 - 10?2 mol - dm™ Tris-HCI pH 7,5; 510 mol - dm”® EDTA; 1107
mol - dm? DTT; 2-107° mol-dm?® BME) obsahujicim 1,4-dithiothreitol, reduké&ni
¢inidlo, zabranujici vzniku disulfidickych mastkt. Dialyza probihala za konstantniho

michéni po dobu 12 hodin pfi teploté 4 °C.
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4.2.3.4 Thrombinové stépeni

V této fazi purifikace bylo provedeno thrombinové stépeni, které mélo za tkol
odstranit histidinovou kotvu obou mutantnich 14-3-3 proteind, jiz bylo vyuZito
v afinitni chromatografii.

Thrombin je proteolyticky enzym (serinova protedza), ktery v procesu srdzeni krve
pusobi preménu cirkulujiciho fibrinogenu na fibrin, z néhoz vznikaji fibrinova vldkna
vytvarejici zakladni strukturu krevni srazeniny. Pro nds bylo ale dutlezité, ze je
to enzym, ktery rozpoznava aminokyselinovou sekvenci Leu — Val — Pro — Arg — Gly -
Ser, kterou je schopen mezi argininem a glycinem rozstépit. Vektor pET-15b kdduje
pravé protedzové Stépné misto thrombinu, které se nachéazi v té€sné blizkosti za oblasti
genu kodujici histidinovou kotvu (kap. 9, pFiloha B). Proto bylo mozné k odstranéni
histidind pouzit pravé thrombin.

Byly pripraveny vzorky obsahujici smés dané varianty proteinu a thrombinu
(o koncentraci 3 u - mg fuzniho proteinu), které byly inkubovany jednu hodinu ve vodni
lazni pfi teploté 33 °C. Nasledné byla provedena elektroforéza SDS-PAGE ve 12% gelu
(obr. 5.22).

4.2.3.5 Aniontové vyménna chromatografie 14-3-3 proteinu

Pro tuto chromatografii byla pouzita kolona o objemu 5 ml sQ sepharosou
(Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona byla ptipojena k pristroji pro vysokouginnou
kapalinovou chromatografii. Prefiltrovany vzorek 14-3-3 proteinu (monomeru
event. dimeru) byl nanesen na kolonu. Byla spusténa nastavena metoda, ktera zajistila
zménu koncentraéniho gradientu od 0 % do 100 % smési pufrG E a F (sloZeni viz nize),
pficemz 0 % byl samotny pufr E a 100 % pufr F. Vzorek byl z kolony vymyvén
rychlosti 1 ml - min"'. Detektor snimal absorpci eluovanych latek pfi 280 nm (obr. 5.23
a5.24).

Pufr E: 5 - 102mol - dm™ Tris-HCl; 2 - 10°mol - dm> DTT, I - 10 mol - dm>EDTA;
pH 7.5

Pufr F: 5- 102mol - dm™ Tris-HCI; 2 - 10?mol - dm?®* DTT, 1 - 10°mol - dm? EDTA;
1 mol - dm” NaCl; pH 7.5
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4.2.4 Uréeni koncentrace vzorku

Pro uréeni koncentrace véech vypurifikovanych vzokd byla pouzita metoda zvana
Bradfordova esej. Je to pomérna metoda, ktera vyuziva kalibragni k¥ivky. Ke vzorkim
bilkoviny byl pfidan Bradfordiv roztok, coZ je roztok kyseliny fosfore¢né a barviva
Coomassie blue. Coomassie blue se ve vzorku adsorbuje na protein, a tim se zméni jeji
spektralni vlastnosti. Nakonec byla zméfena absorbance vzork pfi vinové délce 595nm.
Jako srovnavaci (slepy) vzorek byla pouZzita destilovana voda. Kalibra¢ni kfivka byla

pfipravena pomoci roztokld BSA (hovézi sérovy albumin).

4.2.5 Vazebné pokusy TH1R a 14-3-3 proteinu

Na zavér byly provedeny vazebné pokusy THIR a 14-3-3 proteinu. PFi téchto
experimentech bylo nutné postupovat velmi rychle, aby nedo$lo k degradaci znaéné
cithivych vzorkdt THIR. Pro ovéfeni vazby 14-3-3 proteinu a THIR byla provedena
nativni elektroforéza.

Nativni elektroforéza je metoda zaloZzena na déleni molekul v elektrickém poli
na zdkladé¢ velikosti jejich nabojd. 14-3-3 protein urfuje zaporny ndboj vSem
komplextim, které potom putuji v nativnim gelu smérem ke kladné elektrod¢. Samotna
tyrozin hyroxyldza ma kladny naboj, tudiz do gelu nemigruje.

K ptipravé 15% nativniho gelu byla pouZzita smé&s 3 pl akrylamidu, 0,75 ml TBE pufr
(4,510 mol - dm™ Trisborat; 0,1 mol - dm® EDTA) (Carl Roth GmbH, Némecko),
3,75 ml destilované vody, 60 ul 10% peroxodisiranu amonného a 8 ul TEMEDu.
Nasledné¢ byly na gel naneseny vzorky a spuSténa vertikdlni elektroforéza

pfi konstantnim napéti 150 V.
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5 Vysledky

5.1 Cilena mutageneze regula¢ni domény tyrozin hydroxylazy

5.1.1 Ovéreni délky PCR produktu pomoci agarézové elektroforézy

Dle aminokyselinové sekvence THIR byly navrzeny oligonukleotidy (tab. 4.1),
které byly pouzity k amplifikaci mutovanych forem DNA regula¢ni domény lidské
tyrozin hydroxyldzy prostfednictvim polymerazové fetézové reakce. Mutace byla
provedena na pozicich 14, 34, 73, 103 al3l. UvSech variant byla zmutovéna
aminokyselina fenylalanin na tryptofan. Dale byly produkty polymerdzové fetézové
reakce inkubovany s restrikénim enzymem Dpn I, ktery odstranil pdvodni nemutovanou
DNA. Pro ovéfeni, zda byly amplifikovany plazmidy, obsahujici jednotlivé mutované

verze regulacni domény tyrozin hydroxylazy o ptedpoklddaném poctu nukleotidovych

bazi, byla provedena agar6zova elektroforéza v 1% gelu agarézy (obr. 5.1).

1 2 3 4 5 6
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Obr. 5.1 Ovéreni délky PCR produktu. V draze 1: srovnavaci vzorek ,, DNA Ladder
High Range " obsahujici fragmenty znamych molekulovych vah, v drahdach 2-6: PCR
produkty plazmidic pET-15b obsahujicich jednotlivé mutované verze cDNA regulacni
domény tyrozin hydroxylazy pipetované v pofadi Phel4Trp, Phe34Trp, Phe73Trp,

35



Phel03Trp a Phel31Trp. Predpokiddand délka PCR produktii byla 7136 bazi.
Horizontdlni agarézova elektroforéza (1% gel agardzy, 75 V).

Z fotografie gelu je patrné, Ze ve vSech péti pfipadech PCR reakce probéhla
v poradku a ze byly syntetizovany nové DNA o pfedpokladané velikosti 7000 bazi.

5.1.2 Sekvenaéni chromatogramy

Mutované varianty cDNA THIR byly transformovany do bakterii E. coli (kmen
DH5a). Z jednotlivych bakterialnich kultur vypéstovanych vzdy z jedné kolonie bakterii
byla, pomoci metody Jetquick (Genomed, Némecko), vyizolovana plazmidovd DNA,
ktera byla nasledné zaslana k osekvenovani do Mikrobiologického tstavu AV CR.

Regulaéni doména tyrozin hydroxyldzy byla mutovana na pozicich 14, 34, 73, 103
a 131. Na obrazcich 5.2 - 5.6 jsou zndzornény sekvenaéni chromatogramy jednotlivych
mutaci regulaéni domény tyrozin hydroxylazy. Vyznaené oblasti odpovidaji tripletu

nukleotidovych bazi, které kéduji aminokyselinu tryptofan.

CACCACGCCACAGGCALGGGCTGGCGCAGGCGCGTGTCTGAGCTGG ACG
190 200 210 220 230

Wiy lhs il uhm il

Obr. 5.2 Vyrez sekvenacniho chromatogramu cDNA THIR. Mutace na pozici 14.

CAGAGGCCATCATGTCCCCGCGGTGG ATTGGGCGCAGGCAGAGCCTCATCGA
250 260 270 280 290

A h | .uu‘h Wﬂl W L.jl i

Obr. 5.3 Vyrez sekvenacniho chromatogramu cDNA THIR. Mutace na pozici 34.
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GG ACCCCCTGG AGGCTGTGGCCTGGG AGS AGC AGG AGGGGG AGGC TG TGGC

360 370 380 390 400

|

W™

Obr. 5.4 Vyrez sekvenacniho chromatogramu cDNA THIR. Mutace na pozici 73.

TTGLEAGCCGAGC TG TGAALGGTGTGGG AGACGC TTGAAGC CAAAATCCACCAT
480 490 500 510 520

r’\m/ﬂﬂ
JXN

Obr. 5.5 Vyrez sekvenacniho chromatogramu cDNA THIR. Mutace na pozici 103.

TGGGGGCCCCCACCTGG AGTACTGG G TGCGACTCGAGG IGCGCCG AGG GG
540 550 560 570 580

Obr. 5.6 Vyrez sekvenacniho chromatogramu cDNA THIR. Mutace na pozici 131.

Z jednotlivych chromatogrami je patrné, Ze mutageneze prob&hla uspésné. Ve vsech
péti ptipadech se podafilo provést mutaci fenylalaninu na tryptofan, jehoz nukleotidova
sekvence, kterou miizeme na obrazcich 5.2 - 5.6 pozorovat ve vyznafenych oblastech, je

thymin-guanin-guanin.
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5.2 Exprese a purifikace regulaécni domény tyrozin hydroxylazy

Regula¢ni doména tyrozin hydroxylazy byla pfipravena expresi v bakteridlnim
expresnim systému. Po expresi bylo nutné rekomnbinantni proteiny vypurifikovat.

Byly vybrany dvé varianty THIR, a to Phe34Trp a Phe73Trp a u obou mutantnich
forem byla provedena purifikace dle stejného purifikacniho protokolu. Déle byla

purifikovéna ptiivodni cDNA THIR neobsahujici zddnou mutaci (WT).

5.2.1 Ovéreni exprese proteinu v bakteriich E. coli

Mutované varianty cDNA THIR byly transformovany do expresniho kmene bakterii
E. Coli BL21 (DE3), které ve svém genomu nesou T7 RNA polymerdzovy gen. Ten je
specificky rozeznadvan T7 RNA polymerazou, jejiz exprese je indukovana lacZ
promotorem pomoci induktoru IPTG. Této vlastnosti bylo vyuzito k ovéfeni produkce
proteinu bakteriemi. Bakteridlni kultura byla inkubovana s induktorem IPTG, ¢imz
doslo k aktivaci exprese proteinu a v intervalech 1 a 2 hodin byly odebrany vzorky
kultury.

Po expresi bilkoviny byla provedena elektroforéza SDS-PAGE (viz obr. 5.7),

prostfednictvim které bylo ovéfeno, Ze bakterie E. coli skute¢n€ produkuji bilkovinu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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97 —
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Obr. 5.7  Ovéreni produkce proteinu bakteriemi, predpokldadané molekulové vahy
regulacni domény tyrozin hydroxyldzy s mutaci na pozici 34, 73, 104 a 131 a zavislosti

exprese proteinu na case. Vzorky byly pipetovany v tomto pofadi (zleva): vzorek
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standardu, neindukovany vzorek obsahujici plazmid pET-15b s regulacni doménou
tyrozin hydroxyldazy mutovanou v pozici 34 (ddle jen ,vzorek 34°), vzorek 34
indukovany 1 h, ddle vzorek 34 indukovany 2 h, neindukovany vzorek 73, vzorek 73
indukovany 1 h, vzorek 73 indukovany 2 h, neindukovany vzorek 103, vzorek 103
indukovany 1 h, vzorek 103 indukovany 2 h, neindukovany vzorek 131, vzorek 131
indukovany 1 h, vzorek 131 indukovany 2h. Vertikalni SDS-PAGE, 15%
polyakrylamidovy gel, 150 V.

Pomoci internetového serveru Swiss-Prot [http://www.expasy.org/sprot] byla
vypocitana predpokladanad molekulova véha regulaéni domény tyrozin hydroxylazy
19300 Da.

SDS-PAGE ukézala, ze bakterie produkuji novy protein s molekulovou hmotnosti
pfiblizné odpovidajici o¢ekdvané molekulové vaze. Predevsim také znazoriuje zavislost
exprese proteinu v bakteriich £. coli BL21 (DE3) na ¢ase. JiZ po jedné hodiné inkubace
od pfidani induktoru je patrné, Ze se protein exprimoval (obr. 5.7 draha 3, 6, 10 a 13)
a mnozstvi vyrobeného proteinu se s Casem zvétSovalo (obr. 5.7 draha 4, 7, 11 a 14).

Vzhledem k tomu, Ze expresni testy ukézaly dobrou produkci rekombinantnich
proteind, bylo pristoupeno ke kultivaci bakterii ve vét§sim mnozstvi média a priprave
miligramovych mnozstvi proteinti. Jednak byla purifikovana pivodni nemutovana verze
regulacni ¢asti tohoto enzymu (tzv. wild-type, WT) a jednak dvé formy mutované
regulacni domény tyrozin hydroxyldzy obsahujici Trp v pozicich 34 a 73 (proces
mutageneze je popsan v kapitole 4.1.1).

Pro vSechny tyto tfi varianty tyrozin hydroxylazy byl pouzit témér stejny purifikacni
protokol. LiSi se pouze v tom, ze z divodu nestability pivodni regulaéni domény TH
nebyla u této formy enzymu provadéna kationtové vyménnd chromatografie jako

posledni purifika¢ni krok, ale purifikace byla skonéena jiz po niklové chromatografii.

5.2.2 Niklova afinitni chromatografie regulaéni domény TH

Obé mutantni verze THIR i plvodni nemutovana regulaéni doména tyrozin
hydroxyldzy byly exprimovany jako fuzni proteiny obsahujici na svém N-konci
histidinovou kotvu, prostiednictvim které byla bilkovina navazana na sepharosovou

matrici obsahujici nikelnaté ionty. Promyvanim kolony roztokem imidazolu o zvy3ujici
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se koncentraci doslo nejprve k odstranéni nespecificky navdzanych proteinli a nasledné
k uvolnéni vzorku bilkoviny.
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Obr. 5.8  Chromatogram zndzornujici eluci pri niklové afinitni chromatografii

puvodni nemutované regulacni domény tyrozin hydroxylazy. Prutokova rychlost
1,5 ml - min”.
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Obr. 5.9 Chromatogram zndzornujici eluci pri niklové afinitni chromatografii
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mutované regulacni domény tyrozin hydroxyldzy, varianta F34W. Pritokova rychlost

1,5 ml - min.
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Obr. 5.10 Chromatogram znazornujici eluci pri niklové afinitni chromatografii
mutované regulacni domény tyrozin hydroxyldzy, varianta F73W. Pritokovad rychlost

1,5 ml - min.

Z chromatogram (obr. 5.8 - 5.10) je patrné, Ze nejprve byly vymyty nespecificky
navéazané proteiny, v podobé vysokych elu¢nich piki, které neobsahovaly histidinovou
kotvu (tzv. his-tag, tedy Sest histidini vedle sebe na N-konci proteinu), tudiz
interagovaly s kolonou slab&é a byly eluovany uz pfi nizké koncentraci imidazolu.
Vysoka koncentrace imidazolu protein obsahujici his-tag vytésnila. V pfipadé¢ WT je
to oblast frakci B3-B7, u Phe34Trp jsou to frakce B1-B9 a kone¢n¢ u verze Phe73Trp je
to oblast frakci B2-B10.

5.2.2.1 SDS-PAGE frakci z niklové afinitni chromatografie TH1R

Pro ovéfeni Cistoty purifikovanych bilkovin byla opét u v8ech variant provedena
SDS-PAGE. V pfipadé nemutované verze THIR byly na gel naneseny vzorky frakci B3-
B7, v pfipadé mutace Phe34Trp THIR to byly vzorky B1-B9 a u mutace Phe73Trp
vzorky B2-B10.
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Obr. 5.11 Obrazek gelu SDS-PAGE s frakcemi po niklové afinitni chromatografii
tyrozin hydroxyldazy WT. Jako srovnavaci vzorek byl na gel nanesen roztok standardu
obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahdach. Vzorky byly pipetovany v tomto
poradi (zleva) vzorek standardu v drdaze 1, v drahdch 2-6 frakce po niklové afinitni

chromatografii B3-B7 (12% gel, 200 V).
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Obr. 5.12 Obrazek gelu SDS-PAGE s frakcemi po niklové chromatografii tyrozin
hydroxylazy Phe34Trp. Jako srovndvaci vzorek byl na gel nanesen roztok standardu
obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahach. Vzorky byly pipetovany v tomto
poradi (zleva) vzorek standardu v draze 1, v drahdch 2-10 frakce po niklové afinitni
chromatografii BI1-B9 (12% gel, 200V).
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Obr. 5.13  Obrazek gelu SDS-PAGE s frakcemi po niklové chromatografii tyrozin
hydroxyldzy Phe73Trp. Jako srovnavaci vzorek byl na gel nanesen roztok standardu
obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahach. Vzorky byly pipetovdny v tomto
poradi (zleva) vzorek standardu v drdze 1, v drahdch 2-10 frakce po niklové afinitni

chromatografii B2-B10 (12% gel, 200V).

Pomoci obrazkd geli SDS-PAGE (5.11-5.13) po niklové afinitni chromatografii byly
vybrany frakce, které se nasledné prevedly do dialyza¢nich membran pro daldi krok
purifikace.

V pfipadé pivodni regulaéni domény tyrozin hydroxylazy byla v tomto kroku
purifikace ukoncena. Tyrozin hydroxylaza je velice citlivy enzym a bylo zjisté€no, ze
dal3i experimenty zptlsobuji jeho degradaci. Z obrazku gelu 5.11 je patrné, Ze Cistota
frakci v poslednich tfech drahach byla velice dobrd, proto nebylo podstoupeno riziko
dal$iho purifikacniho kroku. Na vazebné pokusy byly pouzity frakce po niklové afinitni
chromatografii B5-B7 dialyzované v tomto pufru: 2 - 10 mol - dm Tris-HCI pH 7,5;
1-10°mol - dm?® EDTA; 10% glycerol.

V ptipad¢ vzorkti Phe34Trp a Phe73Trp (obr. §.12-5.13) nebyla ¢istota bilkoviny
dostate¢na, proto byl po dialyze (50 - 10 mol - dm™ kys. citronové; 2 - 10~ mol - dm™
EDTA; pH pufru 6,3; 1 - 10® mol - dm™ DTT) vybranych frakci po niklové afinitni
chromatografii (pro Phe34Trp frakce B4-B9 a pro Phe73Trp frakce B5-B10) proveden

dalsi purifikacni krok.
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5.2.3 Kationtové vyménna chromatografie TH1R

Po niklové afinitni chromatografii nasledoval dal§i krok purifika¢niho protokolu,
iontové vyménna chromatografie. Chromatograficka kolona obsahovala negativné
nabitou matrici, kterd elektrostaticky interagovala s pozitivné nabitymi molekulami
bilkoviny. Z kolony byly nejprve vymyty nespecificky navdzané proteiny (proteiny
s nizkym pozitivnim nébojem) pufrem o nizké iontové sile a zvySenim gradientu

iontové sily elu¢niho pufru byla z kolony uvolnéna THIR (obr. 5.14 a 5.15).

4
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Obr. 5.14  Chromatogram eluce kationtové vyménné chromatochrafie mutované

regulacni domény tyrozin hydroxyldzy v pozici 34. Priitokovd rychlost 1 ml - min”.
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Obr. 5.15  Chromatogram eluce kationtové vyménné chromatochrafie mutované

regulacni domény tyrozin hydroxylazy v pozici 73. Pritokovad rychlost 1 ml - min™,

V pfipadé¢ varianty Phe34Trp probéhla eluce proteinu v oblasti frakci A6-B2
(obr. 5.14). Stejné tomu bylo u vzorku Phe73Trp (obr 5.15).
5.2.3.1 SDS-PAGE frakci z kationtové vyménné chromatografie TH1R

Pro kontrolu istoty frakci po kationtové vyménné chromatografii byla provedena
dalsi SDS-PAGE. Na polyakrylamidovy gel byly naneseny tyto frakce: pro Phe34Trp
frakce A6-B2; pro Phe73Trp to byly frakce A6-B1.
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Obr. 5.16 Obrazek gelu SDS-PAGE frakci po kationtové vyménné chromatografii
THIR Phe34Trp. Jako srovndvaci vzorek byl na gel nanesen roztok standardu
obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahdach. Vzorky byly pipetovany v tomto
poradi (zleva) vzorek standardu v draze 1, v drahdch 2-10 frakce po kationtové

vyménné chromatografii A6-B2 (12% gel, 200V).

Obr. 5.17 Obrazek gelu SDS-PAGE frakci po kationtové vyménné chromatografii
THIR Phe73Trp. Jako srovnavaci vzorek byl nagel nanesen roztok standardu
obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahdach. Vzorky byly pipetovany v tomto
poradi (zleva) vzorek standardu v draze 1, v drahdch 2-9 frakce po kationtové vyménné

chromatografii A6-B1 (12% gel, 200V).
V této fazi byla purifikace ukon€ena i u zbylych dvou variant THIR. Na obou gelech

SDS-PAGE vidime, ze pomalu zacalo dochazet k degradaci proteinu a dalsi purifikaéni

postup by mohl byt riskantni. Tato Cistota byla postacujici na vazebné pokusy se 14-3-3
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proteinem. Byla provedena dialyza pfi teploté 4 °C po dobu 12 h (2 - 10 mol - dm™
Tris-HCI pH 7,5; 5 10% mol - dm” NaCl; 1 - 107 mol - dm”® EDTA; 5 - 10° mol - dm™
DTT; 10% glycerol), vzorky byly zamrazeny v teploté -80 °C.

Nasledné byly vsechny t¥i vzorky THIR fosforylovany a pfipraveny tak na vazebné

pokusy.

5.3 Exprese a purifikace 14-3-3 proteinu

5.3.1 Purifikace 14-3-3 proteinu — monomerni a dimerni varianta

Pro purifikace obou proteinti 14-3-3C (Trp59Phe, Trp228Phe, Ser58Asp) a 14-3-3(
(Trp59Phe, Trp228Phe) byl pouzit stejny purifikacni protokol.

Exprese bakteridlni kultury obsahujici dany protein (monomer ¢i dimer) byla
provadéna ze tfi litrG LB média. Bakteridlni kultura byla inkubovéna s induktorem
IPTG a nésledn¢ centrifugovana. Pelet byl resuspendovan a ndsledné inkubovén
s lysozymem. Lyzované bakterie byly sonikovany a opét odstiedeny za vysokych
otaCek. Takto pfipraveny roztok (sonikat) byl pouzit k prvnimu purifikaénimu kroku —

niklové afinitni chormatografii.

5.3.1.1 Niklova afinitni chromatografie 14-3-3 proteint

Oba mutantni 14-3-3 proteiny byly exprimovéany jako fizni proteiny obsahujici na
svém N-konci fetézec Sesti histidin(, prostfednictvim kterého se bilkovina navazala na
sepharosovou matrici obsahujici nikelnaté ionty. Promyvanim kolony roztokem
imidazolu o zvy3ujici se koncentraci, do$lo nejprve k odstranéni nespecificky
navéazanych bilkovin a az vy3$si koncentrace imidazolu uvolnila z kolony vzorek 14-3-3
proteinu (obr. 5.18 a 5.19).
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Obr. 5.18 Chromatogram eluce niklové afinitni chromatochrafie monomerni

varianty 14-3-3( proteinu. Priitokovad rychlost 0,5 ml - min™'.
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Obr. 5.19 Chromatogram eluce niklové afinitni chromatochrafie dimerni varianty

14-3-3¢ proteinu. Pritokova rychlost 0,5 ml - min™.

48



Na obrazcich 5.18 a 5.19 je patrné, ze po promyti kolony pufrem s nizkou
koncentraci imidazolu (60 - 10~ mol - dm™) doslo k uvolng&i nespecificky navéazanych
proteinii obsahujicich histidinové zbytky. Tyto necistoty jsou naobr. S5.18 patrné
v oblasti frakci A6-All anaobr. 5.19 voblasti frakci A5-A9. Po promyti kolony
pufrem s vy$§i koncentraci imidazolu (0,6 mol-dm?) doslo k uvolnéni specificky
navazanych bilkovin obsahujicich histidinovou kotvu. V pfipadé monomerni varianty

proteinu se jedna o oblast frakci B1-B6, u dimerni varianty je to oblast frakci A12-B6.

5.3.1.1.1 SDS-PAGE po niklové afinitni chromatografii 14-3-3 proteinu

Vzorky z frakci niklové afinitni chromatografie B1-B6 eventudlné A12-B6, které
mély obsahovat rekombinantni proteiny, byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel

a byla provedena proteinova elektroforéza SDS-PAGE.

wa 1 2 3 4 5 6 7
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Obr. 5.20 Obrdzek monomerni varianty 14-3-3( proteinu po prvaim purifikacnim
kroku, niklové afinitni chromatografii. Vzorky byly pipetovany zleva, nejprve vzorek
standardu obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vahdch a v drahdch 2-7

frakce B1-B6 (viz obr. 5.18). Vertikalni SDS-PAGE, 12% polyakrylamidovy gel, 150 V.
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Obr. 5.21 Obrdzek dimerni varianty 14-3-3{ proteinu po prvaim purifikacnim kroku,
niklové afinitni chromatografii. Vzorky byly pipetovany zleva, nejprve vzorek standardu
avdrahdch 2-8 frakce AI2-B6 (viz obr. 5.19). Vertikilni SDS-PAGE, 12%
polyakrylamidovy gel, 150 V

Z obrazkl geld je patrné, Ze nejvét§si mnozstvi proteinu s nejmen$im mnoZstvim
nespecificky navéazanych bilkovin obsahovaly frakce B2-B4 pro monomer a B1-B6
pro dimer.

Predpokladand molekulova vdha 14-3-3 proteinu byla 28040 Da, coz srovnanim
se standardem molekulové vahy v obou ptipadech odpovida.

Koncentrace proteinu byla v pfipadé monomeru velice mala. Pfi rozst€peni dimerni
varianty proteinu na monomer do$lo k vyraznému zasahu do struktury bilkoviny,

a patrné proto se monomer také podstatné hife exprimoval nez dimer.

Po niklové afinitni chromatografii byla provedena dialyza pro upravu slozeni pufru.
Do dialyza¢ni membrany byly v pfipadé monomeru pfeneseny frakce po niklové afinitni
chromatografii B2-B6, v pfipadé dimeru byly vybrany frakce B1-B6. Dialyza probihala
po dobu 12 hodin p#i teploté¢ 4 °C v pufr: 20 - 107 mol - dm” Tris-HCI pH 8; 1 - 107
mol - dm™ EDTA; 1 - 10" mol - dm? DTT; 10% glycerol.

50



5.3.1.2 Thrombinové s§tépeni

V této fazi purifikace bylo tfeba provést thrombinové $t€peni, které mélo za kol
odstranit histidinovou kotvu obou mutantnich 14-3-3 proteind. Ta byla vyuZita v prvnim
purifikaénim kroku, ale v dal3ich purifikanich postupech by byla na prekazku.

Thrombin je enzym, ktery rozpoznava aminokyselinovou sekvenci Leu — Val — Pro —
Arg — Gly - Ser, kterou je schopen mezi argininem a glycinem roz§tépit. Vektor pET-
15b kdduje toto $tépné misto, které se nachazi v té€sné blizkosti oblasti kddujici

histidinovou kotvu. Proto bylo mozné k odstranéni histidini pouzit pravé thrombin.

1 2 3 ) 5 6
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Obr. 5.22  Srovndni monomerni a dimerni varianty 14-3-3 proteinu pred a

po inkubaci s thrombinem. Vzorky byly nandseny takto (zleva): v drahach 1 a 4 roztok
standardu obsahujici fragmenty o zndamych molekulovych vdhdch, ve 2. drdze vzorek
monomerni varianty proteinu pred S$tépenim thrombinem, ve 3. drdze tento vzorek
po inkubaci s thrombinem, vdraze 5 vzorek dimerni varianty pred inkubaci
s thrombinem a v posledni drdze tento protein po inkubaci s thrombinem. Vertikdlni

SDS-PAGE, 12% polyakrylamidovy gel, 150 V.

Bilkovina obsahujici histidinovou kotvu je o dvacet aminokyselin del$i, tudiz ma
vétsi molekulovou véhu nez bilkovina, ktera byla pomoci thrombinu zkracena. Na gelu
je patrné, ze thrombin skute¢né histidinovou kotvu odstépil, ato jak v pfipadé

monomerni, tak idimerni varianty proteinu. V drahdch 3 a6 vidime prouzek
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odpovidajici odstépené histidinové kotvé (oznaleny pismenem ,,x*).

5.3.1.3 Aniontové vyménna chromatografie 14-3-3 proteinu

Po niklové afinitni chromatografii nebyly purifikované proteiny jest€ dostatecné
Cisté. Proto po thrombinovém odstépeni histidinové kotvy nasledoval dalsi purifika¢ni
krok, konkrétn¢ aniontové vyménnd chromatografie. Chromatografickd kolona
obsahovala pozitivné nabitou matrici, ktera elektrostaticky interagovala s negativné
nabitymi molekulami 14-3-3 proteinu. Byla pouZita chromatografickd kolona obsahujici
Q sepharosu. Kolona byla ekvilibrovana pufrem o nizké iontové sile, ¢imz doslo
k vymyti nespecificky navadzanych proteind. ZvySovanim gradientu iontové sily

eluéniho pufru byly eluovany navazané molekuly 14-3-3 proteinu.
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Obr. 5.23 Chromatogram eluce aniontové vyménné chromatochrafie monomerni

varianty 14-3-3 proteinu. Priitokova rychlost 1,5 ml - min’'.
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Obr. 5.24  Chromatogram eluce aniontové vyménné chromatochrafie dimerni

varianty 14-3-3( proteinu. Priitokova rychlost 1,5 ml - min’’.
Na chromatogramech jsou v obou piipadech vidét dva eluéni piky. Prvni predstavuje
nespecificky navéazané proteiny, které byly z kolony vymyty nejdfive, druhy 14-3-3

protein. Jak v pfipadé monomerni tak idimerni varianty prob&hla eluce proteinu

v oblasti frakci A11-B5 (obr. 5.23 a 5.24).

5.3.1.3.1 SDS-PAGE frakei po aniontové vyménné chromatografii 14-3-3

proteinu

Vzorky vybranych frakci byly naneseny na polyakrylamidovy gel a byla provedena
kontrola Cistoty frakci pomoci dalsi vertikalni elektroforézy SDS-PAGE.
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Obr. 5.25 Obrdzek gelu SDS-PAGE frakci po aniontové vyménné chromatografii
monomerni varianty 14-3-3 proteinu. Frakce byly na gel nandseny zleva. Nejprve

roztok standardu obsahujici fragmenty o zndmych molekulovych vahach, v drdhdach 2-9

vzorky frakci A10-B5 (12% gel, 200 V).

kDa
97 —

57 W

45__ W

29— -

Obr. 5.26 Obrazek gelu SDS-PAGE frakci po aniontové vyménné chromatografii
dimerni varianty 14-3-3 proteinu. Frakce byly na gel nandseny zleva. Nejprve roztok

standardu obsahujici fragmenty o znamych molekulovych vdahach, v drdhach 2-10

vzorky frakci A10-B6 (12% gel, 200 V).
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Z gelu je patrné, Zze monomerni forma proteinu byla Caste¢né degradovana
(obr. 5.25). Jak jiz bylo zminéno, 14-3-3 monomer se podstatné hife exprimuje
a nasledn¢ purifikuje, tudiz prakticky neni mozné ziskat v tomto kroku vzorek ¢&isty
a zcela nedegradovany. Proto byl takto pfipraveny 14-3-3 protein pouzit pro dalsi
pokusy. Pro jednoduché vazebné pokusy tyrozin hydroxylazy a 14-3-3 proteinu je tato
¢istota dostacujici.

Na prvni pohled je patrné, ze oproti gelu monomerni varianty 14-3-3 proteinu byla
jeho dimerni varianta prostfednictvim aniontové vyménné chrmatografie velice dobie

zbavena nespecificky navazanych proteinti a nebyla pfitom degradovéna (obr. 5.26).

Abychom docilili vymény pufru, byla uobou variant provedena posledni dialyza
(20 - 10 mol - dm” Tris-HCI pH 7,5; 50 - 10° mol - dm? NaCl; 1 -10? mol - dm?
EDTA; 5 10” mol - dm™ DTT; 10% glycerol). Do dialyza¢ni membréany byly v pfipadé
monomeru 14-3-3 pFeneseny frakce A12-B2 po aniontov€ vyménné chromatografii,
v ptipadé dimeru 14-3-3 byly potom vybrany frakce A12-B7.

Dialyza probihala 12 hodin pfi teplot¢ 4 °C. Takto ptipravené bilkoviny byly
uchovany v teploté -80 °C.

5.4 Uréeni koncentrace vzorku

Pomoci Bradfordovy eseje byly zjistény koncentrace jednotlivych vzorkd, a to jak
obou variant 14-3-3 proteinu, tak vSech tifi vzorkd regulatni domény tyrozin
hydroxylazy v&etné jejich fosforylovanych verzi. Absorbance byla méfena pfi vinové

délce 595 nm a koncentrace nasledné odecteny z kalibra¢ni kfivky (kap. 9, priloha C).

vzoreck ~ WTP WTNP 34P 34NP 73P 73NP M D

A(595nm) 021 024 019 021 052 052 015 071

¢ (mg.ml") 048 0,51 0,39 0,45 1,13 1,13 0,32 1,54
Tab. 5.1 Koncentrace (c) a absorbance (A) vzorku bilkovin mérenych na pristroji

CECIL 800 (Buck Scientific, Velka Britdnie) pri vinové délce 595 nm. Jako slepy vzorek

byla pouzita destilovanda voda. WT P: fosforylovany vzorek puvodni THIR; WT NP:
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nefosforylovany vzorek piivodni THIR; 34 P: fosforylovany vzorek mutantu Phe34Trp
THIR; 34 NP: nefosforylovany vzorek mutantu Phe34Trp THIR; 73 P: fosforylovany
vzorek mutantu Phe73Trp THIR,; 73 P: nefosforylovany vzorek mutantu Phe73Trp

THIR; M: monomerni varianta 14-3-3 proteinu; D: dimerni varianta 14-3-3 proteinu.

5.5 Test interakce TH1R a 14-3-3 proteinu

K vazebnym pokusiim byly pouzity tfi vypurifikované, fosforylované vzorky THIR
a oba vypurifikované vzorky 14-3-3 proteinu. Nejprve byly ptipraveny vzorky
komplexi dimerni varianty 14-3-3 proteinu se vSemi tfemi variantami THIR,
tzn. s mutantem Phe34Trp, Phe73Trp a WT. Stejné vzorky THIR byly pouzity i pro
vazebny experiment s monomerni verzi 14-3-3 proteinu. K dikazu tvorby komplexu
zmifnovanych konstrukti byla pouzita elektroforetickd metoda zvand nativni
elektroforéza, ktera je zalozena na déleni molekul v elektrickém poli na zékladé
velikosti jejich naboji. Na gel byly naneseny vzorky jak je popsano v tabulce 5.2.
Pro porovnani byly vedle fosforylovanych forem THIR pfipraveny i vzorky 14-3-3
proteinu s nefosforylovanymi verzemi THIR. V draze 1 byl pro srovnani nanesen
vzorek samotného 14-3-3 proteinu, v draze 2 vzorek THIR WT v nefosforylované
formé&. Aby nedo$lo k proteolytické degradaci bilkovinnych komplexd, byly vzorky,
pro ovéfeni vazebnych interakci, okamzit¢ naneseny na polyakrylamidovy gel a byla

provedena nativni elektroforéza (obr. 5.27).

driha | 2 3 4 5 6 7 8
vzorek 14-3-3 THWT 14-3-3  14-3-3  14-3-3  14-3-3  14-3-3  14-3-3
(NP) + + + + + +

THWT THWT THF34W THF34 THF73 THF73

(NP) (P) (NP)  W(P) W(NP) W(P)
Tab. 5.2 Vzorky nanesené na nativni polyakrylamidovy gel (viz obr. 5.27).

Komplexy dimerni varianty 14-3-3 proteinu a jednotlivych mutantnich forem THIR.
Zkratkou NP jsou v tabulce oznaceny vzorky THIR, které nebyly fosforyloviny, P
oznacuje fosforylované formy THIR.
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Obr. 5.27 Ovéreni vazebnych interakci 14-3-3 proteinu s THIR. Dimerni varianta
14-3-3 proteinu. SlozZeni jednotlivych vzorki viz tabulka 5.2. V drahdch 4, 6 a 8 jsou
zretelné vidy dva fragmenty, z nichZ ten blize aplikaci vzorku predstavuje komplex
THIR a 14-3-3 proteinu. Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, 12% gel,
150V,

Jak jiz bylo fe€eno, v nativnim gelu jsou molekuly v elektrickém poli déleny
na zakladé¢ velikosti jejich nabojd. Silné negativné nabity 14-3-3 protein uruje zdporny
nadboj vSem komplextim, které potom putuji v nativnim gelu smérem ke kladné
elektrodé. Samotna tyrozin hyroxylaza (draha 2) ma kladny néboj, tudiz do gelu
nemigruje. V drahach 3, 5 a 7 nebyly vzorky tyrozin hydroxylazy fosforylovéany a, jak
je z gelu patrné, nedoslo k zadné vazbé se 14-3-3 proteinem. V téchto drahach proto
pozorujeme pouze 14-3-3 protein jako v draze 1. Naproti tomu v drahéch 4, 6 a 8 je
zietelné vidét tvorba komplexd. Zde k vazbé doslo, protoze varianty THIR byly
fosforylovany. Fragment blize k pocatku aplikace vzorku (rychleji migrujici) obsahuje
komplex tyrozin hydroxylazy se 14-3-3 proteinem a fragment vzdélené€j$i pocatku
vykazuje stejny ndboj jako samotny 14-3-3 protein. Jedna se o piebytek 14-3-3
proteinu, ktery se nenavazal na TH1R. Regula¢ni doména tyrozin hydroxylazy pozitivni
naboj komplexu vyrazné oslabuje, proto v gelu komplex migruje pomaleji (zhruba

do polovi¢ni vzdalenosti nez 14-3-3 protein sam).
Nakonec nasledoval vazebny pokus THIR, ve svych tfech obménach, s monomerni

variantou 14-3-3 proteinu. V tabulce 5.3 jsou znazornény vzorky, které byly naneseny

na nativni polyakrylamidovy gel.
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draha | 2 3 4 5 6
vzorek  14-3-3  14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3 14-3-3

+ + + + + +
THWT THWT THF34W THF34W THF73W THF73W
(NP) (P) (NP) (P) (NP) (NP).

Tab. 5.3 Vzorky nanesené na nativni polyakrylamidovy gel (viz obr. 5.28).
Komplexy dimerni varianty 14-3-3 proteinu a jednotlivych mutantnich forem THIR.

Obr. 5.28  Ovéreni vazebnych interakci 14-3-3 proteinu s THIR. Monomerni
varianta 14-3-3 proteinu. SlozZeni jednotlivych vzorku viz tabulka 5.3. V drahach 4, 6
a8 jsou vidy dva fragmenty, z nichz ten blize aplikaci vzorku (pomaleji migrujici,
oznacen pismenem ,x") predstavuje komplex THIR a 14-3-3 proteinu. Nativni

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, 15% gel, 150 V.

I v pfipadé monomerni varianty 14-3-3 proteinu se tfemi variantami THIR byla
vazebna interakce prokazana. V drahich 1, 3 a 5 byl nanesen vzorek 14-3-3 proteinu
s nefosforylovanymi formami jednotlivych mutovanych variant THIR. Vyrazny
fragment ve spodni ¢asti gelu odpovida 14-3-3 proteinu. Nenavazana THIR nesouci
kladny naboj putovala opaénym smérem — ke katod¢, respektive do gelu nemigrovala.
V drahach 2, 4 a 6 miZeme pozorovat fragmenty dva. Slabé fragmenty v horni Casti
gelu oznacené pismenem ,,x* predstavuji komplex 14-3-3 proteinu a THIR. Fragment
vzdalenéjsi od pocatku potom odpovida samotnému 14-3-3 proteinu, jehoz prebytek se
na THIR nenavéazal. Pro vysvétlenou musim uvést, Ze na plvodnim gelu byly
fragmenty komplex( zfetelné rozeznatelné. Na naskenované fotografii gelu jsou

fragmenty komplexi bohuzel patrné hure.
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6 Diskuze

Tyrozin hydroxylaza, enzym fidici syntézu dopaminu, podléha aktivaci ve dvou
stupnich. Prvnim stupném je jeho fosforylace. Tyrozin hydroxyldza obsahuje ve své
regulaéni domén¢ dvé fosforylaéni mista, a to v pozici Ser-19 a Ser-40 [Nagatsu, 2005;
Sutherland a kol., 1993; Vulliet a kol., 1984]. Fosforyla¢ni misto Ser-40 je vyznamné
z hlediska enzymové aktivity. Fosforylace v pozici Ser-40 aktivitu tyrozin hydroxylazy
vyrazné€ zvySuje [Kobori a kol, 2004; Sura a kol., 2004]. Dale je znamo, Ze fosforylace
Ser-19 nemé na enzymovou aktivitu TH zadny vliv a jeji hlavni Glohou je indukovat
vazbu regulac¢niho 14-3-3 proteinu [Bevilaqua a kol., 2001]. Navazani 14-3-3 proteinu
je druhy proces nezbytny pro aktivaci enzymu. Vzhedem k tomu, Ze fosforylovany Ser-
40 velmi snadno podléhad defosforylaci, je pravdépodobné, ze vazba 14-3-3 proteinu
na TH ma za ukol Ser-40 pied defosforylaci chranit [Ichimura a kol., 1987; Leal a kol.,
2002]. O funkci fosforylace Ser-19 se stale spekuluje. Z toho divodu je pravé
fosforylace Ser-19 predmétem nejen naseho zajmu.

Hlavnim dkolem této prace bylo pfipravit sérii mutantnich verzi regula¢ni domény
TH, které budou vhodné pro studium strukturnich zmén vyvolanych fosforylaci Ser-19
a Ser-40 a naslednou vazbou 14-3-3 proteinu. Regulaéni doména enzymu tyrozin
hydroxylazy sama o sob& neobsahuje Zddnou aminokyselinu, kterd by vykazovala silné
fluorescentni vlastnosti. Této skute¢nosti bylo vyuzito a do okoli mist genu THIR, kde
se vyskytuji fosforyla¢ni mista Ser-19 a Ser-40 a k tomu jest¢ do né€kolika dalSich
oblasti, byly pomoci cilené bodové mutageneze vneseny tryptofanové zbytky, jakozto
vhodné fluorescen¢ni chromofory. Aby zdménou aminokyseliny nedoSlo k vyraznému
naruSeni struktury enzymu, byla pro cilenou bodovou mutagenezi vybrana
aminokyselina, kterd ma podobné chemické a fyzikalni vlastnosti jako tryptofan.
Tryptofanové zbytky byly vneseny do péti riznych mist genu na pozice plvodnich
fenylalanind, coz je, stejné jako tryptofan, hydrofobni aminokyselina. Mutovéany byly
fenylalaniny v pozicich 14, 34, 73, 103 a 131. Dvé z téchto mutantnich verzi THIR
(Phe34Trp a Phe73Trp) byly déle exprimovany, purifikovany a byla ovéfena jejich
schopnost interagovat se 14-3-3 proteinem. Expresni test ukazal velice vysokou
produkci jak pivodni nemutované THIR, tak i obou mutovanych verzi bilkoviny. Proto

mohla byt provedena dvoustupiiova purifikace téchto proteind. Prvnim purifikacnim
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krokem byla niklova afinitni chormatografie a nasledné byla provedena iontové
vyménna chromatochrafie. Stejnym postupem byly purifikovéany i dvé verze 14-3-3
proteinu a to jeho monomerni a dimerni varianta. Vytézky jednotlivych variant THIR se
vyrazné odlisuji. Nejlépe se exprimovala a purifikovala varianta THIR Phe73Trp.
Dosahla zhruba trojndsobného vytézku v porovnani s mutantem THIR Phe34Trp
¢inemutovanou verzi THIR WT. Stejné¢ tak dimerni varianta 14-3-3 proteinu se
exprimovala vyrazné lépe, s vytézkem az pétkrat vy§§im nez monomerni varianta 14-3-
3 proteinu.

Tyrozin hydroxylaza je velice citlivy enzym. V prvni fadé velmi snadno podléha
proteolytické degradaci. Této degradaci jsem se snazila v pribéhu feSeni ukolu
pfedchazet pouzivanim inhibitord proteaz (EDTA a PMSF) a provadénim vsech
purifikaci pfi teplotach od 0 °C do 4 °C. Jak je z téchto informaci patrné, experimenty
s tyrozin hydroxylazou vyzadovaly pec¢livé zachéazeni, a i pfesto musely byt nékteré
pokusy opakovany z divodu proteolytické degradace proteinu. Z toho divodu také
nebyla purifikace THIR dovedena do absolutni dokonalosti, nybrz do takového stavu,
ktery byl dostaCujici na vazebné pokusty se 14-3-3 proteinem.

Vysledky pokusi, které ovéfovaly vazbu 14-3-3 proteinu s THIR potvrdily teorii,
ze regulaéni doména tyrozin hydroxylazy je skute¢né schopna vézat 14-3-3 protein
pouze po piredchozi fosforylaci [Vulliet a kol., 1984; Sutherland a kol., 1993]. U vzorka,
které obsahovaly nefosforylované verze regulaéni domény tyrozin hydroxylazy, k vazbé
na 14-3-3 protein nedoslo. K vazbé fosforylovanych vzorkiit THIR doslo jak s dimerni,
tak s monomerni verzi 14-3-3 proteinu. Dimerni verze 14-3-3 proteinu v3ak vykazovala
signifikantn¢ lepSi vazbu s THIR nez monomerni verze. In vivo se 14-3-3 protein
vyskytuje pouze v dimerni podob¢ a je patrné, Ze vétSina dilezitych vlastnosti tohoto
proteinu je pfimo spjata s jeho dimerni strukturou, coz potvrdily i experimenty 14-3-3

proteinu s dal$imi bilkovinami [Ganguly a kol., 2005].

V rémci této diplomové prace bylo ovéfeno, Ze 14-3-3 protein se na fosforylované
mutantni verze reguladni domény tyrozin hydroxyldzy vaze stejné dobfe jako
na puvodni THIR WT. To znamena, ze mutanty THIR pfipravené a vypurifikované
pomoci uvedenych protokold mohou byt pouzity k dalSimu studiu. Konkrétné¢ budou
podrobeny studiu vlivu fosforylace Ser-19 a Ser-40 na strukturu regulaéni domény

tyrozin hydroxylazy pomoci fluorescenéni spektroskopie. Zde bude vyuzito jiz
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popisované mutageneze — zamény fenylalaninu za tryptofan coby fluorofor.
Prostfednictvim fluorescenéni spektroskopie bude také studovan vliv vazby 14-3-3

proteinu na konformaci regulaéni domény tyrozin hydroxylazy.
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Byly splnény vSechny zadané cile této diplomové préce:
Pomoci cilené bodové mutageneze se podafilo pfipravit sérii mutantl regulacni
domény enzymu tyrozin hydroxylazy obsahujici pouze jeden tryptofanovy zbytek

na pfedem vybranych mistech.

Byla provedena exprese a purifikace plivodni nemutované verze regulaéni domény

tyrozin hydroxylazy.

Déle byla provedena exprese a purifikace dvou mutantnich verzi regulaéni domény

tyrozin hydroxylazy.

Podatilo se provést expresi a purifikaci dvou variant 14-3-3 proteinu, a to jeho

monomerni a dimerni varianty.

Byl proveden test vazebné interakce mezi 14-3-3 proteinem a regulaéni doménou

tyrozin hydroxylazy, ktery vazbu potvrdil.
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Mapa vektoru pET-15b. Plazmid pET-15b obsahuje polyklonovaci

(znazornéné cernou Sipkou). Toto misto obsahuje T7-promotor, na kterém T7-RNA-

polymerdaza zahajuje transkripci  genu (viz pFiloha B) [Benzinger,

http://www.emdbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB045.pdf].
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Priloha B

T7? promwter primer #69248-3

agill T7 promoter lac operator Xbal 1bs

AT LGN TIILALG AR T TR MBI

His«Tag

T7 tetminator primer #69337-3

Polyklonovaci misto vektoru pET-15b. T7-promotor se prekryva s mistem (lac
operdtor), na které naseda lac represor, ten inhibuje zapoceti transkripce. His-Tag je
gen Sesti histidinovych rezidui, jez se vazi na kov na chelatujici sepharose [Voet, D.

a Voet, G., 1993].
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Priloha C
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Kalibracni primka zavislosti koncentrace proteinu na absorbanci vzorku pri vinové

délce 595 nm.
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