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Seznam pouzitych zkratek

A alanin

ATP adenosin trifosfat

AV CR Akademie véd Ceské republiky
BamH [ restrikéni enzym

BL21 (Rosseta) kmen bakterii E.coli

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

cGMP cyklicky guanosin monofosfat

Da, kDa dalton, kilodalton

DEAE diethylaminoethyl

DHS kmen bakterii E.coli

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP smés nukleotidu dATP, dTTP, dCTP, dGTP
Dpn [ restrikéni enzym

ds dvojvlaknova (,,double stranded*)
DTT dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

F fenylalanin

G,, Gy, G, a, B,y podjednotka G proteinu

GAP GTPase activating protein

GDP guaninnukleotid difosfat

GnkH gonadothropin-releasing hormone
GPCR G protein coupled receptor

GTP guaninnukleotid trifosfat

His-tag motiv Sesti histidini za sebou

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IP; inositol trifosfat

IPTG isopropyl-p-D- thio-galaktopyranosid
LB médium dle Luria-Bertaniho

MAPK mitogen activated protein kinase
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Pyrococcus furiosus
protein kinasa A
protein kinasa C
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libovolna aminokyselina



Obsah

Sezinam pouZitych zKrateK...........oooiiiiiii e 4
L UVODD. .o e 8
2 LITERARNI PREHLED......ccoecuttteiitternnneernreeseseeeessneeeseneesssseesssmenns 9
2.1 G proteinova signalni drédha...............oooiiiiii i 9

22 R G S 9

2.2 L R G S e e 11

PRI T R R o) (0] 151 ¢ 12

2.4 Vazba RGS3 s 14-3-3 Proteinem...........ccouuiniiiniiniiee e e 13

BCIL PRACE........ciiiiiiiiniiiiecete ettt s sse e eane e e st smne s 15
4 MATERIALY A METODY.....cccoiiimuiiieininereeraeneteeeesnneeesseseneessssnsneens 16
4.1 PouZity material...........ooini i 16

4.1 ChemiKalie. ....oovnini i 16

O I o 3 151 1 ] = O 17

4.1 Ostatni material...........oooiiiii e 17

42 Plasmid. .....ouuiniiiii e 18

4.3 Kultivace baKterif........o.ouiiiiiii e 18

4.3.1 Piiprava LB média..........c.ooooiiiiiiiiiii 18

4.3.2 Ptiprava LB agarovych misek.............coooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 19

4.4 Skladovani baKterii..........ouiieiniiiii i 19

ORI 25 40) (=) 1 L) 1 1<) 1« P PP 19

4.6 1zolace plasmidové DNA. ... ..ot 20

AT PCR . 20

4.8 Stépeni pomoci restrikéniho enzymu Dpn L............ooooviiiiiiiiieiiiii, 22

4.9 Transformace bakterii...........c.ooviiiiiiiiii e, 23

410 SDS-PAGE . ...t 23

4.11 SONIKACE. ... eneenei e 24

4.12 Niklov4 afinitni chromatografie.................ccooiviiiiiiii i, 25

43 DHAlYZa. . e s 26

4.14 Gelova fIltrace. ....ooeuiniii i 26
4.15 Zakoncentrovani roztoKd proteinil.............oeoeuiviinininineniieeiinenenenns 27



4.16 Fosforylace proteinll..........oovviuieiiiiiietitintiniie e eeteeteeteenerneeaaenan 27

4.17 Nativni elektroforéza.............ooooii i 28

S VYSLEDKY....coccuiiiiiiriieniiieriirteeeeisetessisteesesnesssnsessenseesnseessmnessssen 29
5.1 Ptiprava RGS3 mutanti W295F a W391F............... 29

TR S5q o) () 11 151) S 30

5.3 Purifikace proteintll...........coeeuieiuintinieieee ettt e ee e 31

IR 20 B 254 o) (<1 P 31

5.3.2 Afinitni niklova chromatografie.................cooviiiiiiiiiiii 31

5.3.3 Gelova filtrace. .. ..o.vvviniiiii i 32

5.4 Test interakce RGS3 (isoforma 1) a 14-3-3 & proteinu..................oeeene. 34

6 DISKUSE. ...ciiiiiiiiiiniiiininiiiieiiiiiiitirtacirsstacntsiniesesscsssscasossssnssssssssnsncnce 36
TZAVER......ooiiiiiiiiiinintteeeiteesesttesisessenstesesreesesseessesttesesssessessesessnnes 39
Seznam CItOVANE [IEIAtUIY . . ...ttt et et et e e e e e e e aaeaneenens 40



1 Uvod

Vsechny buriky pfijimaji a odpovidaji na signdly z okoli. Dokonce i ty nejjednodussi
bakterie plavou k mistu s vysokou koncentraci potravy jako je glukdza ¢i aminokyseliny.
Mnoho jednobunéénych eukaryot odpovidd na signdlni molekuly vylu€ované ostatnimi
bunikami, coZ umozfiuyje mezibunéénou komunikaci. U mnohobunéénych organismi
dosahuje tato komunikace nejvys§i drovné. Zatimco prokaryotické a jednobunécné
eukaryotické organismy jsou do zna¢né miry samostatné, chovani kazd¢ individudlni
buriky v mnohobunéénych rostlinach a zivociSich musi byt regulovano, aby organismus
mohl fungovat jako celek. To je doprovazeno sekreci a exprimovanim mnoha signalnich
molekul a jejich navazanim na receptory jiné buiiky, ¢imz je umoznéna koordinace funkci
mnoha individualnich bunék, které pak vytvaii organismus tak komplexni jako je lidska
bytost. Bun&tna signalizace je zakladem vyvoje, opravy tkani a imunity stejné jako
normalni tkanové homeostdze. Chyby ve zpracovani informaci jsou zodpovédné za
nemoci jako je rakovina, diabetes a mnoho dalsich [1].

Bunécna signalizace vyzaduje nejen extracelularni signalni molekuly, ale také
komplementarni proteinové receptory. Nékteré malé hydrofobni signalni molekuly jako
steroidy ¢i thyroidni hormony difunduji skrze plasmatickou membranu cilové buriky a
aktivuji intraceluldrni receptorové proteiny, které piimo reguluji transkripci specifického
genu. Nékteré rozpusténé plyny jako oxid dusny nebo oxid uhelnaty se chovaji jako mistni
prenaseCe tim, ze difunduji skrze plasmatickou membranu cilové bunky a aktivuji
intracelularni enzymy, nejcastéji guanylat cyklasu, ktera v cilové buiice zaéne vytvaret
cGMP. Vétsina extracelularnich signalnich molekul je ale hydrofilnich a mutze tudiz
aktivovat pouze proteinové receptory na povrchu cilové buriky, které pak pienesou signél
pfes membranu [2].

Signalni drahy se skladaji z velkého mnozstvi molekul, které mohou byt dale
regulovany rozmanitymi slou¢eninami. Mezi velmi vyznamné signalni drahy patii tzv. G
proteinova signalni draha, jejiZ ¢innost je ovliviiovana mimo jiné regulatory G proteinové
signalizace (RGS) a pravé tyto proteiny spole¢né s mnoha dal§imi jsou studovany v nasi
laboratofi. Hlavnim cilem této prace je ptiprava mutantnich verzi RGS3 proteinu, jejich

purifikace a zkouska vazby s 14-3-3 proteinem.



2 Literarni prehled

2.1 G proteinova signalni draha

G proteinova signalni draha je nezbytna pro vSechny aspekty bunééné a organové
fvziologie. Jeji soucasti jsou GPCRs (G protein coupled receptors) spojené s G,
podjednotkou heterotrimérniho G proteinu (guanine nukleotide-binding protein) a signal
generuyjici efektory. Byly identifikovany stovky GPCRs, vSechny ale vykazuji shodnou
topologii - sedm transmembranovych « -helixti. G proteiny se skladaji z G,, G, a G,
podjednotky, kde G, je schopna vazat guaninové nukleotidy.

Navazanim ligandu jako je napft. adrenalin, noradrenalin, histamin, serotonin nebo

parathormon na GPCRs dojde k jejich konformaéni zméné, ¢imz je aktivovan G protein.

Aktivace zplsobi uvolnéni GDP z G, podjednotky a jeho vyménu za GTP. Navéazani

GTP dale zplsobi konformaéni zmény G proteinu, které vyusti disociaci G,

podjednotky. Deaktivace vyzaduje hydrolyzu GTP, &¢imZz se posune rovnovdha ve
prospéch opétovného spojeni podjednotek a tak dojde k preruseni pienosu signalu [3].
Objev a popis vlastnosti pfenosu signalu pomoci heterotrimérmiho G proteinu
ukazal, ze vlastni GTPasova aktivita G, podjednotky i vitro je vyrazné niz§i nez rvchlost
deaktivace nékterych signalti zprosttedkovanych G proteiny in vivo. Tento paradox
poukdzal na to, Ze se procesu deaktivace ucastni jes$té dalsi faktory. Byla popsana nova
rodina proteini, RGS proteiny, kterd reguluje G proteinovou signalizaci a to tim, Ze se

nfimo vazi na aktivovanou G,-GTP podjednotku a tak urychluji hydrolyzu GTP. Slouzi
tedy jako GAPs (GTPase-activating proteins), jsou limitujici pro Zivotnost G_-GTP a

ukoncuji ptenos signalu [4,5].
2.2 RGS

Regulatory G proteinové signalizace (RGS) jsou soucasti pomérné velké skupiny
GAPs (GTPase activating proteins) proteini pojmenovanych podle své schopnosti

urychlovat GTPasovou aktivitu, a tudiZ deaktivovat G, podjednotku.



RGS proteiny byly objeveny diky genetickym studiim GPCR signalnich drah
provadénych v modelovych organismech. Velky vyznam témto proteinim zacal byt
ptikladan v roce 1996, kdy bylo na zakladné sekven¢nich homologii s konzervovanou 120
aminokyselinovou doménou v Sst2 proteinech Saccharomyces cerevisiae a EGL-10
proteinech Caenorhabditis elegans, identifikovano kolem 20 ¢lend RGS proteint u savci
[6,7].

Dnes je zndmo vice nez 30 savéich ¢lentt RGS rodiny, pfiCemz viechny obsahuji
vysoce konzervovanou doménu (RGS doména), ktera specificky interaguje s aktivovanou

formou G, podjednotky. Vné RGS domény jsou jednotlivy cElenové RGS rodiny

strukturné odli$ni a mohou obsahovat dal$i domény, které ovliviyji jejich cil v burice nebo
vytvofeni signalniho komplexu, popf. oboji. PrestoZze nékteré RGS proteiny obsahuji
pouze RGS doménu, existuji i ¢lenové obsahujici dal§i domény, které slouzi k navazani
rozmanitych signélnich molekul. V minulych letech bylo zodpovézeno mnoho otdzek
tykajicich se zpusobu, jakym RGS ovliviiuyje funkci G, podjednotky. Nicméné stale
zus'4va mnoho nejasnosti v otazce selektivity, s jakou si jednotlivi ¢lenové RGS vybiraji

typ G, podjednotky, kterou reguluji. Vezmeme-li v uvahu, Ze je zndmo zhruba 20 G,

podjednotek a kolem 30 ¢lenit RGS rodiny, pak neni piekvapivé, ze prvni spekulace
ptedpovidaly, ze G, a RGS tvofi konkrétni funkéni pary. Prestoze nékteré podrodiny
RGS se opravdu selektivné vazi na konkrétni ttidu G, podjednotky (napf. pl 15RhoGEF a
G, .13 [8]), tak je to spiSe vyjimka. VétSina RGS proteini je schopna vézat vetsi
mnozstvi G, . Otazkou tedy zdstava jak pfesné si RGS v Zivych organismech vybirda G,
na kterou se navaze [shrnuto v 9].

Podle distribuce RGS proteint do tkani by se tato rodina dala rozd¢lit na n€kolik trid.
Jedna z nich obsahujicich naptiklad RGS12 se vyskytuje v mnoha tkéanich, d4 se tedy
predpokladat, Ze jejich funkce je zcela obecna [10]. Naopak jini ¢lenové se specificky
vyskytuji v ur€ité tkdni a mohou tudiz mit zcela specifickou funkci, napf. exprese RGS9
v relin€ nejspiSe odrazi jeho roli pfi ptenosu signalu zprosttedkovaného rhodopsinem [11].

Rozdilna distribuce RGS proteini v ramci buriky je dana strukturnimi odli$nostmi,
které vSak nevypadaji, Ze by né€jakym zpuisobem ovliviiovaly jejich funkci jako GAPs.
RGS proteiny se mohou vyskytovat vjadie, cytoplazmé nebo mohou mezi témito

lokalizacemi pfechazet a chovat se jako ¢lunkové proteiny [12].
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2.2.1 RGS3

Vieobecné mizeme RGS proteiny rozdélit na dvé skupiny: ty co se skladaji
pfedevs$im z RGS domény jako jsou RGS1, RGS2, RGS4, RGSS a ty co navic obsahuji
dalsi domény. Do této skupiny patii napt. RGS6, RGS7, RGS9, RGS11, RGS12, RGS14.
RGS3 existuje v nékolika isoformach a mize tudiZz spadat do obou skupin. Mezi kratsi
verze obsahujici pfedevsim RGS doménu patii napt. RGS3CT, mezi del§i isoformy
obsahujici navic kyselou oblast patfi RGS3 (isoforma 1) (viz. Obr.2.1). Ob¢ isoformy maji
GTPasovou aktivitu pro G,, a G, [13,14].

!

1 Acidic region 519

RGS3 | . [ RCSDomain ]
isoform 1

314 519

RGsscT [ 1 RS Pamss H

Obr 2.1: Schéma kratké a dlouhé isoformy (isoforma 1 a RGS3CT) [13].

Mapovani exonti odhalilo, Ze RGS doména, vysoce konzervovand mezi vSemi
¢leny RGS rodiny, je kodovana ttemi exony, zatimco N-koncovd doména specifickd pro
RGS3 je kédovana pouze jednim [15]. RGS3 je lokalizovén predevs§im v cytoplasmé (neni
navazan na plasmatickou membranu), translokace na plasmatickou membranu probiha az
po aktivaci G proteinu [16].

Stale nebyl presné¢ ukdzan mechanismus regulace RGS3 proteini. Zkoumani G
proteinové signalizace v neuronech ukazalo velmi rychlou terminaci ¢i oslabeni pfenosu
signdlu pokud se do buiky skrz napétoveé fizené kanaly dostalo velké mnozstvi
vapenatych iontd. Rychlé oslabeni pfenosu signalu je nejspiSe zplsobeno vazbou
vapenatych iontd na RGS3, nebot' delece EF-hand domény v RGS3 eliminovala jak
oslabeni signalu, tak vazbu vapenatych ionti na RGS3. To znamena, Ze vzestup
koncentrace vapenatych iontd uvnitf buiikky muze byt dal$im regulaénim zpisobem G

proteinové signalizace [17].
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Jedna ze studii ukdzala, Ze RGS3 mimo regulace G, podjednotky G proteinu

ovliviiuji i G, signalizaci. RGS3 je schopné potlacit G,, aktivaci MAPK (mitogen

activated protein kinase) drahy a k Gplné inhibici vyzaduje sekvence 314-390 a 391-458,
tzn. jak N-koncovou, tak RGS doménu [13]. V jiné studii autofi poukazuji na moznost
ucasti RGS3 proteinu v regulaci GnRH (gonadothropin-releasing hormone). Exprese
RGS3 v buiice mize potlacit produkci IP3, kterda je indukovana pravé GnRH, az o 75%
[18]. Jednotlivé studie dokazuji, Ze funkce RGS3 proteinu jsou velmi rozmanité a na to,

aby jim bylo zcela porozuméno je tfeba dal$ich vyzkum?.

2.3 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou hojné se vyskytujici slouCeniny, které se podileji na mnoha
biologicky dulezitych procesech. Je to vysoce konzervovand skupina proteind vyskytujici
se v eukaryotickych buiikdch. U savci se vyskytuje nejméné 7 isoforem -
B.rv.e,0,5,7,n. Fosforylované formy £ a £ byly zpocatku popsany jako isoformy o a
S [19]. U rostlin bylo objeveno 15 isoforem [20]. 14-3-3 proteiny poprvé identifikovali
védci Moore, B.W. a Perez, V.J. vroce 1967 jako vyhradné¢ mozkové, kyselé proteiny.
Byly pojmenovany podle Cisla, které méla frakce pfi separaci pomoci dvoudimensionalni
DEAE-celulosové chromatografie a Skrobové elektroforézy [shrnuto v 21].

Doposavad bylo identifikovano okolo 300 proteinti vazajicich se na 14-3-3. Mezi
vyznamné vazebné partnery patii protein kinasy (napt. PKC [22]), fosfatdsy (napf.
Cdc25A  [23]), receptory, G proteiny a snimi spojené proteiny (napt. RGS3 [24]),
enzymy podilejici se na syntéze neuroptenasect (napt. serotonin N-acetyltransferaza [25])
a mnoho dalS$ich.

Pfi¢inou rozmanitosti vazebnych partner@ je hlavné charakteristick4
fosfoserinova/fosfothreoninova vazebna aktivita [26]. Analyza znamych vazebnych mist
14-3-3 spole¢né s vyuzZitim peptidovych knihoven umoznila definovat dva vysoce afinitni
fosforyla¢né-dependentni vazebné motivy, které jsou rozeznavany vSemi isoformami 14-
3-3: RSXpSXP a RXYpSXP, kde X znadi libovolnou aminokyselinu a pS fosforylovany
serinovy zbytek [27,28].

14-3-3 proteiny tvofi hetero- i homodimery [29]. VyieSena krystalickd struktura

pro isoformy 7 a ¢ ukazala, Ze kazdy monomer se sklada z deviti antiparalelnich « -

helixG (viz. Obr. 2.2), uspoiadanych do N-terminalni a C-termindlni domény. Dimer
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vvtvali znaéné negativné nabity kanal. Ty oblasti 14-3-3 proteinu, které jsou shodné pro
vSechny isoformy lemuji vnitiek kandlu, zatimco variabilni zbytky se nachazeji na
povrchu proteinu [30]. Kazdy dimer obsahuje dvé vazebna mista pro své partnery a miuze
tedy simultanné interagovat se dvéma motivy, které mohou byt soucasti jednoho ¢&i vice

vazebnych partnert [25,27,28)].

Rittinger a kol. (1999) Mol. Cell 4, 153-166.

Ohy. 2.2: Schéma struktury dimérni formy 14-3-3 proteinu.

2.4. Vazba RGS3 s 14-3-3 proteinem

RGS3 patfi do skupiny regulatori G proteinové signalizace (RGS), kterd se vaze
na G, podjednotku heterotrimérniho G proteinu skrze homologni RGS doménu. Nicméng.
RGS proteiny jsou schopné interagovat i s dal$imi molekulami, napt. s fosfoserinovym
vazebnym mistem 14-3-3 proteinu. RGS3 obsahuje jedno vazebné misto pro 14-3-3, které
se nachazi mimo RGS doménu — S(264). S(264)A mutace vyustila ve ztratu schopnost:
vazby RGS3 na 14-3-3. zatimco schopnost vazby na (G, podjednotku byla zachovéna.
Vazebné experimenty ukazaly, Ze RGS3 existuje ve dvou oddélenych forméch, jednak
vazany na 14-3-3 nebo vdzany na G protein a Ze RGS3 navazany na 14-3-3 neni schopny

interagovat s G proteinem. Toto ukazuje na dal$i moznou regulaci G proteinové
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signalizace, kdy inhibitory G proteinli, RGS proteiny, jsou samy regulovany fosforylaci a
vazbou na 14-3-3 (viz.Obr.2.3) [31,32].

Studie ukazala, Ze nezbytnou podminkou vazby RGS3 s 14-3-3 je jeho fosforylace.
Pokud byl ke zkoumanym bunkam pfidan staurosporin (Sirokospektry inhibitor protein
kinas, ktery zabranil fosforylaci RGS), nedoslo k téméf zadné vazbé mezi RGS3 a 14-3-3

[33].

3}
phospholyraticn

GTP GDP

@%x@

14-3-3

Obr. 2.3: Regulace RGS pomoci fosforylace a vazby s 14-3-3 proteinem [34].
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3 Cil prace

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo:

e Pomoci cilené mutagenese vnést do sekvence DNA kddujici regulator G proteinové
sigralizace RGS3 (isoforma 1) fenylalaninovy zbytek namisto tryptofanového
. na pozici 295

. na pozici 391

e Ovefit expresi piipravenych RGS3 mutantd W295F, W391F a provést porovnani
s RGS3 wt.

o Purifikovat RGS3 mutanty W295F, W391F a RGS3 wt.
o Pomoci PKA in vitro fosforylovat RGS3 mutant W295F, W391F a RGS3 wt.

e Provést test vazby fosforylovaného a nefosforylovaného RGS3 mutantu W295F,
W391F a RGS3 wt s 14-3-3¢ proteinem.
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4 Metody a material

4.1 Pouzity Material

4.1.2 Chemikalie

e agar - Carl Roth GmbH, Né¢mecko

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  Dbacto yeast extract (kvasni¢ni extrakt) - Carl Roth GmbH, Né¢mecko
e  bis-akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

e bromfenolova modrf - Sigma, USA

e Coomassie Brilliant Blue R-250 - Lachema a.s, CR
e dihydrogenfosfore¢nan draseiny - Lachema a.s, CR
e DTT (dithiotreitol) - Carl Roth GmbH, Némecko

e EDTA - Sigma, USA

e etanol - Lachema a.s., Neratovice

e glycerol - Lachema a.s., Neratovice

e glycin - Carl Roth GmbH, Némecko

» hydrogenfosfore¢nan sodny - Lachema, CR

e chlorid draselny - Lachema a.s, CR

e chlorid hote¢naty - Lachema a.s, CR

o chlorid sodny - Carl Roth GmbH, Né¢mecko

e imidazol - Carl Roth GmbH, Némecko

e [PTG - Sigma, USA

e isopropylalkohol - Sigma, USA

e kyselina boritd - Lachema a.s, CR

e kyselina chlorovodikova - Lachema a.s., Neratovice
e kyselina octova - Lachema a.s., Neratovice

e kyselina octova - Lachema a.s, CR

e methanol - Lachema a.s., Neratovice

e NP40 - Sigma, USA

e  persulfat amonny - Sigma, USA

e SDS - Sigma, USA
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e siran nikelnaty - Penta, CR

o 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  B-merkaptoethanol - Carl Roth GmbH, Némecko

4.1.2 Ptistroje

e centrifuga - pro koncentrovani proteinti — Eppendorf 5804R, rotor A-4-44
e centrifuga - pro mikrozkumavky — MPW 52, rotor no. 11 3271

e centrifuga - rotor GSA a SS34 — Sorval RC-5B, DuPont Instruments

o clektroforesa pro SDS - BioRad, Itélie

e chromatografie - HPLC-AKTA, Amersham Biosciences, USA

e iluminator - UVT-14M, Herolab

e laboratorni vahy - HF-200g, AND, USA

e magnetickd michatka MM 2A - Lab.pfistroje Praha, CR

e peristalticka pumpa - Stavebnicové &erpadlo SC4, Vyvojové dilny CSAV
o pH metr - JenWay 3505, Felsted Velka Britanie

e pfistroj pro PCR - Hybaid — PCR Express, USA

e sonikator - Ultrasonic Processor, Cole Farmer, USA

e termostat BT 120M - Lab.pfistroje Praha, CR

e tfepacka - Orbital Incubator, Gallenkap

e UV-Vis absorpéni spektrofotometr - Agilent 8453

e vodni lazett — Memmert, Velka Britanie

e vortex - Zx3, Velp Scientifica, Italie

e zdroj pro elektroforesu - Consort E143, Belgie

4.1.3 Ostatni material

e dialyzatni membrana - MCO (Molecular weight cut off) 14000 - Roth, Némecko
e DNA primery - VBC-Genomics, Rakousko

e Dpnl - New England Biolabs, USA

e E.coli BL21 (Rosseta) - Stratagene, USA

e E.coli DH o - Stratagene, USA

o filtry 0,45um - Whatmann Internation Ltd, Velka Britanie

e injekeni stfikacky pro nanos a filtraci roztokt proteinu - Chirana T. Injecta a.s., SR
e Jetquick Plastid Miniprep spin kit - Genomed, USA

e laboratorni sklo — Simax, CR

e lysozym - New England BioLabs, USA

e mikrozkumavky - Axygen Scientific Inc., USA
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¢ naplné do kolon a kolony - Amersham Biosciences, USA

e vektor - pET-15b - Invitrogen, USA

e petriho misky - Gama Group a.s., Trhové Sviny

e pipeta 25 pl pro nanadeni vzorki na elektroforézu - Hamilton Co, USA
e pipety — Eppendorf, Némecko

e PKA - Promega, USA

e Quick Change™ Site-Directed Mutagenesis kit - Stratagene, USA

e rukavice - Beromed GmbH Hospital Products, Némecko

o standard molekulovych vah - Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad, USA
e 3picky pro pipety - INSET, Praha

e zdroj deionizované vody Milli Q - Millipore, USA

4.2 Plasmid

Pro pokusy byl vyuzit vektor pET-15b, ve kterém byl gen kédujici RGS3
(1soforma 1) zaklonovan mezi restrikéni mista pro endonukleazy Nde I a BamH I.

Plasmid pET-15b umoziiuje produkci proteinu naseho zdjmu jako fuzniho proteinu
s ,,His-tagem“. Jako ,His-tag“ je oznaCovan motiv S$esti histidini za sebou, ktery
umoziuje jako jeden z purifikaénich krokl vyuzit niklovou afinitni chromatografii.
Zadany protein navic obsahuje 3tépné misto pro proteasu thrombin, kterd umoziuje
odstépeni ,,His-tagu®.

Pouzity plasmid pET-15b nese gen s resistenci vii¢i antibiotiku ampicilin.
4.3 Kultivace bakterii

Bakterie byly kultivovany na pevném LB agaru nebo v tekutém LB médiu, pfi
37 °C pres noc v termostatu nebo tfepacce (konstantni tfepani 190 rpm). Pouzity plasmid
pET-15b nese gen s rezistenci vici antibiotiku ampicilin, ktery byl pfidavan jak do LB

agaru tak do tekutého LB média, tak aby jeho finalni koncentrace byla 100 pg/ml.
4.3.1 Priprava LB média

Smés 10 g tryptonu, 5 g kvasniéného extraktu, 10 g NaCl byla doplnéna do 1 1
destilovanou vodou a pH bylo upraveno na 7,4. Roztok byl nasledné sterilizovan v

autoklavu.
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4.3.2 Ptiprava LB agarovych misek

Smés 10 g tryptonu, 5 g kvasni€ného extraktu, 10 g NaCl, 20 g agaru byla
doplnéna do 1 1 destilovanou vodou. Roztok byl nasledné sterilizovan v autoklavu. Po
sterilizaci a ochlazeni byl ptidan 1 ml ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. LB agar byl

nalit na Petriho misky (cca 15 ml na 1 misku).

4.4 Skladovani bakterii

Bakterie na Petriho miskach, zabezpecené proti vyschnuti, byly kratkodobé
skladovany pfi 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani byly Cerstvé narostlé bakterie v Zivném
bujonu smichany se sterilnim glycerolem do vysledné koncentrace 30% a skladovany v

-80 °C.

4.5 Expresni systém

Exprese proteinu byla provadéna v bakteridlnim expresnim systému: kmen bakterii
E.coli BL21 (Rosseta). BL21 (Rosseta) je specialni kmen bakterii E.coli vhodny pro
dlouhodobé uchovani a efektni expresi proteind umoziujici indukci pomoci IPTG. IPTG
je induktor exprese rekombinantnich proteini a po jeho ptidani k bakteridlni kultufe
transformované vektorem pET-15b obsahujici oblast kodujici jeden z RGS3 mutanth
W295F, W391F nebo wt doslo ke spusténi proteosyntézy rekombinantniho proteinu.

1 kolonie bakterii byla pfenesena pomoci sterilniho o¢ka do 5 ml LB media.
Bakterie byly v médiu inkubovany pies noc pii 37 °C a konstantniho tfepani (190 rpm) a
nasledné z nich bylo pfeneseno 200 ul (resp. 5 ml) bakterialni kultury do 5 ml (resp. 1 1)
LB média a zde se bakterie péstovaly do té doby, nez dosahly optické density 0,7-0,8
(méfeno pti 600 nm). Poté byly bakterie indukovany pomoci IPTG (finalni koncentrace 1
mM). Po jeho pfidani k bakteridlni kultufe doSlo ke spusténi proteosyntézy
rekombinantniho proteinu. Bakterialni kultura byla inkubovana pfes noc na téepaéce (190
rpm) pii1 37 °C v ptipad€¢ 5 ml bakterialni kultury nebo pfi pokojové teploté v piipadé 1 1

buné¢né kultury.
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4.6 I1zolace plasmidové DNA

Plasmid je kruhova dsDNA, vyskytujici se piedev§im v bakteriich, schopna
autonomni replikace. Pouzity plasmid pET-15b nese gen s resistenci vici antibiotiku
ampicilin.

Plasmidovda DNA byla izolovana z bakterii E.coli kmene DHS5«, které byly
inkubovany pii 37°C v 5 ml LB media po dobu cca 16 hodin. K izolaci byl vyuzit Jetquick
Plastid Miniprep spin kit (Genomed, USA) a bylo postupovano podle instrukci vyrobce.

Struéné shrnuto, z narostlé bunééné kultury byla pomoci centrifugace vytvotena
peleta, kterd byla nasledn¢ resuspendovana v roztoku G1 obsahujici RNAasu, ktera Stépi
pfitomnou RNA. Dale byly vnékolika krocich pomoci roztokit G2, G3 a G4 a
centrifugace odstranény necistoty. V poslednim kroku bylo vyuZito afinitni
chromatografie. Plasmidova DNA byla z kolony eluovana pomoci TE pufru zahfatého na

80 °C.

SloZeni roztoku

e (G1: 50 mM Tris/HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAsa H
e (G2:200 mM NAOH, 1% SDS

e (33: acetat sodny, guanidin hydrochlorid

e (4: ethanol, NaCl, EDTA, Tris/HCI

e TE: 10 mM Tris (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)

4.7 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) je enzymaticky tizena reakce, kdy dochazi
k amplifikaci ur¢itého iseku DNA. Jde vlastné o replikaci DNA in vitro. Tato metoda je
b&€zn€ vyuzivana v laboratofich k ur€ovani dédiénych nemoci, diagnostice infek&nich
nemoci, ur€ovani otcovstvi, klonovani, mutagenesim atd.

Pro praktické provedeni PCR reakce pottebujeme: templatovou DNA obsahujici
segment, ktery chceme amplifikovat (zmnozit); primery uréujici pocatek a konec tseku,
ktery bude amplifikovan; DNA polymerasu syntetizujici komplementarni vlakno podle
templatové DNA; dNTP, ze kterych DNA polymerasa syntetizuje nové vznikajici vlakno;

reakéni pufr zajist'ujici optimalni reakéni prostiedi a vodu.
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DNA polymerasa syntetizuje nové vldkno ve sméru 5° — 3°, neni schopna
vytvoftit vlakno ,.de novo*, ale pouze pfipojovat ANTP k volnému 3" konci vznikajiciho
vldkna, proto jsou soucasti reak¢éni smési uméle nasyntetizované oligonukleotidy, tzv.
primery, které nasedaji na komplementarni usek templatové DNA a na jejich volné 3°
konce pak DNA polymeraza ptipojuje dNTP.

PCR reakce probiha v termocykleru ve tfech opakujicich se krocich. V prvnim
kroku je teplota zvySena na 94-96 °C a dochazi k denaturaci DNA, tzn. k separaci fetézct
dsDNA. Ve druhém kroku dojde ke sniZeni teploty na 45-65 °C, coz je teplota, kdy
dochazi k annealingu (nasednuti) primerd na komplementarni usek templatové ssDNA. Ve
ttetim kroku je teplota opét zvySena na 70-74 °C, kdy probihd elongace (prodluzovéni
feté¢zce). Tyto tfi kroky se opakuji 20-30x, tak aby doSlo k syntéze pozadovaného
mnozstvi DNA. Mnozstvi amplifikovaného useku roste geometrickou fadou, konecny
produkt tudiZ obsahuje velké mnozstvi pozadovaného segmentu DNA a pouze velmi malé
mnozstvi templatové DNA.

PCR reakce byla vyuzita pro provedeni bodové mutace tryptofanu (W) 295 a 391
na fenylalanin (F). Nejdiive byly navrhnuty vhodné primery. Zvolené oligonukleotidy
obsahovaly 33 nukletidii, nebyly v8ak komplementarni k templatové DNA v celém tseku,
ale zdmémé byla pozménéna sekvence tak, aby triplet kodujici tryptofan byl nahrazen

tripletem kodujicim fenylalanin.

Pouzité primery (VBC — Genomics, Rakousko)

RGS W295F/1

5" ggc gee gee tee acce tte gge atg cct teg cec 3°
RGS W295F/2

5’ ggg cga agg cat gee gaa ggt gga gge gge gee 3°
RGS W391F/1

5’ gag gaa gcc ctc aag tte gge gag tcc ttg gag 3°
RGS W391F/2

57 ctc caa gga ctc gee gaa ctt gag ggc ttc ctc 3”

Pro namichani PCR reakéni smési byly pouzity chemikalie ze sady Quick

Change™ Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene, USA)
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PCR reakéni smés obsahovala:

4 ul primer W295F/1 (resp. W391F/1)
4 pl primer W295F/2 (resp. W391F/2)
3 ul dNTP

5 ul reakéni pufr

| pul Pfu DNA polymerasa

31 ul ultracista voda

SloZeni reak¢éniho pufru: 0,1 M KCI; 0,1 M (NH4),SOy4; 0,2 M Tris/HCI (pH 8,8); 0,02 M
MgSO4; 1% Triton-X-100; 1 g/dm’ BSA

PCR reakce prob¢hla v termocykleru (Hybrid — PCR Express, USA). Program PCR

reakce byl nastaven nasledovné:

1.faze —95°C, 30 s
2.faze — 51 °C, 60 s
3.faze — 68 °C, 12 min

Tyto tfi faze se opakovaly 20x a nasledné se teplota snizila na 4 °C aZ do doby.

kdy byl produkt ze cycleru vyjmut.
4.8 étépem’ pomoci restrikéniho enzymu Dpn I

Vysledny produkt PCR reakce obsahoval velké mnozstvi mutované DNA a malé
mnozstvi ptivodni templatové DNA, kterou bylo nutno odstranit. Toho bylo docileno
St€penim pomoci restrikéniho enzymu Dpn I, ktery specificky $tépi methylovanou DNA, a
protoze templatova DNA vznikla v bakteriich je na rozdil od mutované DNA vzniklé¢ PCR
reakci methylovana. K PCR produktim byly ptidany 2 ul Dpn [ a smés byla inkubovana 2
hod pi#i 37 °C.
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4.9 Transformace bakterii

Transformace je proces, pti kterém dochazi k horizontalnimu pfenosu genetické
informace z donorového kmene bakterii do kompetentnich bunék. V laboratorni praxi se k
transformaci vyuziva metody teplotniho Soku (,,heat shock™), kdy jsou bakterie ponofeny
na 45 sekund do 1azné o teploté 42 °C a nasledné vloZeny na 2 minuty do ledu.

Ke 100 pl kompetentnich bunék DH5a (JM109) nebo 20 ul BL21 (Rosseta) bylo
pfidano 10 pl, resp. 1 ul PCR produktu a smés byla inkubovéana 30 min na ledu. Poté byla
smés ponofena na 45 s do 1lazné o teploté 42 °C a néasledné vloZena na 2 minuty do ledu.
Dale bylo pfidano 400 pl LB média. Smés byla inkubovéna pii 37 °C za konstantniho
ttepani (190 rpm, 1 hod) a nasledné€ vynesena na 2 Petriho misky obsahujici LB médium a
ampicilin o findlni koncentraci 100 pg/ml. Misky byly umistény do inkubatoru o teploté
37 °C a zde inkubovany pies noc. Protoze plasmid pouzity jako vektor nese gen s
rezistenci vi¢i ampicilinu, na Petriho miskach narostly pouze ty bakterie, které tento

plasmid Gspé$né ptijaly.

4.10 SDS-PAGE

Polyakrylamidova elektroforéza v prosttedi dodecyl sulfatu sodného (SDS) je
elektromigra¢ni metoda vyuzivajici pohybu nabitych c¢astic v elektrickém poli. SDS je
aniontovy detergent, ktery se na proteiny vaZe v konstantnim poméru, ¢imz jim udava
jednotny zaporny néboj. Proteiny tedy putuji od katody k anod¢ v zavislosti na své
velikosti, mens§i molekuly se pohybuji rychleji.

Pro pokusy byl pouzit 5% zavadéci a 15% separacni gel. Elektroforéza byla
provadéna za konstantniho napéti 200 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci obarveni roztokem
Coomassie Brilliant Blue R250. Velikost proteini byla uréena porovnanim s vhodné

zvolenym standardem.

SloZeni gelu, pufri a roztoku pouzitych pti SDS-PAGE:

e Separacni gel (12%): 3 ml akrylamid/bis-akrylamid; 2,5 ml pufr pro separaéni gel; 2,6
ml voda; 45 ul 10% persulfat amonny; 5 ul TEMED
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e Zavadéci gel: 0,5 ml akrylamid/bis-akrylamid; 1 ml pufr pro zavadéci gel; 2,25 ml
voda; 45 pul 10% persulfat amonny; 5 ul TEMED

e Akrylamid/bis-akrylamid: 29,2 g akrylamid; 0,8 g bis-akrylamid, voda do 100 ml

e Pufr pro separa¢ni gel: 75 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8); 4 ml 10% SDS; 21 m! voda

e Pufr pro zavadéjici gel: 50 ml 1 M Tris/HCI (pH 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml voda

e Pufr pro pfipravu vzorkla (5x koncentrovany): 0,6 ml 1 M Tris/HCI (pH 6,8); 5 ml
50% glycerol; 2 ml 10% SDS; 0,5 ml S -merkaproethanol; 1 ml 10% bromfenolova modr;

0,9 ml voda

e Pufr pro elektroforézu: S0 mM Tris/HCI (pH 8,3); 385 mM glycin; 0,1% SDS

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

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

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

obsahuje smés fragmenti 100, 75, 50, 37, 25, 20 kDa.

4.11 Sonikace

Sonikace patii mezi zakladni mechanické techniky, ktera slouzi k rozruSovani
bunék a tkani a vyuziva k tomu ultrazvuku. Pfed samotnou sonikaci byla peleta ziskana
z 1 1 bakteridlni kultury resuspendovana v 25 ml lyzovaciho pufru a déle inkubovana
s lysozymem (finalni koncentrace 100 pg/ml, 1 hod, 4 °C, konstantni michani). Lysozym
je enzym §tépici peptidoglykany tvofici bunéénou sténu bakterii.

P#i sonikaci bylo nutno kéadinku s bakteridlni kulturou neustale chladit (byla
vloZena do misky s ledem) a sonikaci pferuSovat — 2 min sonikace, 3 min pauza, aby
nedoslo k zahtati vzorku. Celkovy ¢as Cisté sonikace byl 30 min. Poté byl vzorek sto¢en (1
hod, 4 °C, 13500 rpm, rotor SS34) a pro naslednou purifikaci byl pouZit supernatant

obsahujici proteinové frakce.

SloZeni lyzovaciho pufru: 1x PBS; 1 M NaCl; 4 mM S -merkaptoethanol; 2 mM imidazol;

0,05% NP40
Slozeni 10x PBS: 1,36 M NaCl; 27 mM KCIl; 50 mM Na,HPO,; 18 mM KH,PO,
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4.12 Niklova afinitni chromatografie

Chromatografické metody jsou zaloZeny na postupném rozdélovani slozek smési
mezi dvé faze — mobilni a stacionarni. Pti afinitni chromatografii dochézi ke specifické
interakci mezi izolovanou latkou a ligandem kovalentné navazanym na povrch nosice.

Niklova afinitni chromatografie se vyuziva k separaci latek obsahujicich motiv
Sesti histidindg, tzv. ,,His-Tag".

Pro niklovou afinitni chromatografii byla pouzita kolona obsahujici chelatujici
sepharosovou matrici (Amersham Biosciences, Svédsko). Kolona byla nejdtive promyta.
Pti promyti kolony doslo k navazani Ni** ionti na sepharosu. Nyni bylo mozno na kolonu
aplikovat roztok proteinu. Mezi imidazolové zbytky histidinti a Ni** ionty se vytvorily
koordinaéni vazby. Nespecificky vazané proteiny byly z kolony vymyty pomoci 300 ml
10% pufru F v E obsahujici imidazol o koncentraci 0,06 M. Nasledné na kolen¢ zistal
ptedevsim protein obsahujici ,,His-Tag", ktery byl eluovan pomoci 20 ml pufru F. Frakce
byly jimany do pfipravenych mikrozkumavek. Obsah proteinu v jednotlivych frakcich a
jeho ¢istota byl zkontrolovan pomoci SDS-PAGE.

Pritok nanaSenych roztokii na kolonu byl zajiStén peristaltickou pumpou o
objemovém pritoku 3 ml/min. Kolonu bylo tfeba béhem pribéhu celé chromatografie

ucinné chladit (4 °C), aby se zamezilo degradaci proteint.
Promyti kolony

10 ml voda

10 ml Stripp solution (50 mM EDTA; 0,5 M NaCl)
15 ml voda

50 ml Ni** (0,1 M NiSOy)

10 ml voda

10 ml pufr E

Slozeni pufri:

e Pufr E: 1x PBS; 0,5 M NaCl; 1 mM imidazol; 2 mM f -merkaptoethanol, 0,05%
NP40
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» Pufr F: 1x PBS; 0,5 M NaCl; 0,6 M imidazol; 2 mM f -merkaptoethanol, 0,05%

NP40
e Pufr 10% F v E: 1x PBS; 0,5 M NaCl; 0,06 M imidazol; 2 mM f -merkaptoethanol,

0,05% NP40

4.13 Dialyza

Dialyza je metoda slouzici k oddéleni nizkomolekuldrnich latek nebo k vymeéné
prostfedi, ve kterém je latka rozpusténa. Dialyzaéni membrana je nepropustnd pro
vysokomolekularni latky a soucasné¢ propustnd pro nizkomolekularni latky.

Nizkomolekularni latky se pohybuji ptes membranu ve sméru koncentra¢niho gradientu.

Pouzita membrana: MCO (Molecular weight cut off) 14000 (propustna pro molekuly s Mr
< 14000 (Roth, Némecko)

4.14 Gelova filtrace

Gelova filtrace je separa¢ni metoda, pii které se molekuly déli na zaklade své
velikosti. Napln chromatografické kolony tvoii porovity gel, na kterém dochazi ke
stérickému vylou€eni molekul vétSich rozmérd nez jsou péry. Malé molekuly pronikaji do
gelu a zpozduji se. Obecné plati, Ze velké molekuly jsou v porovnani s malymi
molekulami eluovény rychleji.

Pro gelovou filtraci byla pouzita kolona Superdex'"'200 (Amersham Biosciences,
Svédsko). Kolona byla pfipojena k pfistroji AKTAprime™ (Amersham Biosciences,
Svédsko) pro HPLC a data byla analyzovana pomoci programu Unicorn 4.11 dodanym
spolu s pfistrojem.

Kolona byla nejdfive promyta vodou (prutokova rychlost 0,5 ml/min; cca 20 min)
a nasledné elu¢nim pufrem (pritokova rychlost 0,5 ml/min; aZ do ustaleni vodivosti
eluovaného roztoku). Vzorky byly pfed nanesenim zakoncentrovany tak, aby jejich objem
byl maximaln€¢ 2 ml. Jednotlivé frakce byly sbirany po 0,5 ml do pfedem pfipravenych
mikrozkumavek. Eluce byla manualné ukoncena v okamziku, kdy elu¢ni kiivka jasné
ukazovala, Ze doSlo k vylougeni ve$kerého proteinu. Gelova filtrace byla provadéna za
pokojové teploty. PFitomnost proteinu a jeho ¢istota v jednotlivych frakcich byla ovéfena

pomoci SDS-PAGE.
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Slozeni elu¢niho pufru: 20 mM Tris (pH 7,5); 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA; 3 mM DTT:;
0,01% NP40; 10% glycerol

4.15 Zakoncentrovani roztoki proteintu

Pii kazdém purifikaénim kroku a nasledné dialyze dochézi k nafedéni roztoku
proteinu. Pro zvyseni u¢innosti purifikace a naslednych pokust je tfeba protein po kazdém
purifika¢nim kroku zakoncentrovat. K tomu se pouzivaji koncentratory skladajici se ze
zkumavky, na jejimz dné je umisténd celulosova ultracentrifuga¢ni membrana propustna
pro molekuly urcité velikosti a dale ze sbérné zkumavky, do které se jima roztok, ktery
bé&hem centrifugace protece ptes membranu.

Pro zakoncentrovani roztoku proteind byly pouzity koncentratory s MCO 10000.
Centrifugace byla provadéna pii 4 °C (3500 rpm; rotor A-4-44), tak dlouho neZ roztok
dosahl poZzadované koncentrace.

Pro vypocet koncentrace byla zméfena absorbance pii 280 nm a pomoci
,Protparam tool” volné ptistupného na www.expasy.org/tools/protparam.html vypocitany

extink¢ni koeficienty proteing.

4.16 Fosforylace proteinu

Fosforylace je reakce, pti které je fosfatova skupina PO, ptipojena k organické
molekule. Jako zdroj fosfatovych skupin slouzi ptedevsim ATP a reakce je katalyzovana
kinasami.

K fosforylaci RGS mutantnich proteind byla pouzita protein kinasa A (PKA;
EC:2.7.11.11; 76 U/ul). PKA je cAMP dependentni protein kinasa, jejiZ aktivita zavisi na
koncentraci cAMP v buiice a katalyzuje prenos koncové fosfatové skupiny ATP na
hydroxylovou skupinu serinu ¢i threoninu.

Pro u¢innou fosforylaci mutantnich RGS proteinti byla reakéni smés inkubovana 6
hod pii 4 °C v pfitomnosti 5000 u PKA a reakce byla ukonéena pfidanim EDTA (findlni

koncentrace 15 mM).

SloZeni reakéni smési: protein rozpustény v pufru (20 mM Tris (pH 7,5); 0,5 M NaCl,;
1 mM EDTA; 3 mM DTT; 10% glycerol); 0,75 mM ATP; 15 mM MgCl,
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4.17 Nativni elektroforéza

Pfi nativni elektroforéze je vzorek nanasSen v nativni formé. Pfi samotném pribéhu
elektroforézy je elektroforetickou vanu tieba chladit, aby nedoslo k denaturaci vzorku.

Na rozdil od SDS-PAGE neni pfidan detergent (SDS) a vzorky nejsou povafeny s
[ -merkaptoethanolem, nedochazi tudiz k denaturaci a proteinim neni udélen jednotny
naboj. Rychlost pohybu proteinu zavisi na jeho elektroforetické mobilité, ktera je
ovlivnéna jeho nabojem a tvarem.

Pro pokusy byl pouzit 15% gel. Gel byl vizualizovan stejné jako pti SDS-PAGE
(viz. kapitola 4.9).

Slozeni gelu a pufria pouzitych pfi nativni elektroforéze:
SloZeni gelu: 4 ml akrylamid/bis-akrylamid; 0,5 ml 20x TBE; 5,45 ml voda; 75 wl 10%
persulfat amonny; 8 ul TEMED

Elektroforeticky pufr: vychlazeny 1x TBE
10x TBE: 107,88 g Tris, 55 g kyselina borit4, 7,44 g Na,-EDTA, vodado 11
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S Vysledky

5.1 Priprava RGS3 mutanti W295F a W391F

K cilené mutagenesi tryptofanu (W) 295 a 391 na fenylalanin (F) byla pouzita
PCR reakce (viz. kapitola 4.7). Jako templat slouZila plasmidova DNA (vektor pET-15b se
zaklonovanym genem kodujicim RGS3 (isoforma 1)), ktera byla izolovana z bakterii
E.coli kmene DHS o, které byly inkubovany pfi 37°C v Sml LB media obsahujicim
ampicilin (100 pg/ml) po dobu cca 16 hodin. Déle byly navrzeny primery. Zvolené
oligonukleotidy obsahovaly 33 nukleotidd, nebyly vSak komplementarni k templatové
DNA v celém useku, ale zamémé byla pozménéna sekvence tak, aby triplet kodujici
tryptofan byl nahrazen tripletem kédujicim fenylalanin. Po prob&hnuti PCR reakce byla
puvodni methylovana DNA $tépena pomoci restrik¢éniho enzymu Dpn [ (viz. kapitola 4.5).

Pfitomnost mutace bylo tfeba ovéfit sekvenaci. Mutovand DNA byla
transformovédna do bakterii E.coli kmene DHS « (viz. kapitola 4.9) a z nich pak byla
1zolovana DNA (viz. kapitola 4.6). Tato DNA byla pfedana k sekvenaci Dr. J. Felsbergovi,
Mikrobiologicky tstav AV CR. Z detailniho prozkouméni vysledki sekvenace (viz.
Obr.5.1,5.2) bylo potvrzeno Gspé$né zavedeni mutace na pozadovana mista. Nyni bylo

tfeba ovéfit expresi rekombinantnich proteint obsahujicich mutace W295F a W391F.

880 890 900 910 920
CCTCCACCTGGGGCATGCCTTCGCCCAGCACCCTCAAGAAA-GAGCTGGGCCGCAA

CCTCCACCTTCGGCATGCNTTCGCCCAGCNCCCTCAAGAAAAGAGCTGGGCCGCAA
330 340 350 360 370

Obr.5.1: Porovnani puvodni a mutované RGS3 DNA. Mutace tryptofanu (1gg) na pozici 295 na
Sfenylalanin (ttc). Porovndni bylo provedeno pomoci programu volné pFistupného na strdnkdch
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN _form.html

1160 1170 1180 1190 1200
TCAGAGGAAGCCCTCAAGTGGGGCGAGTCCTTGGAGAAGCTGCTGGTTCACAAATA

......................................................
......................................................

TCAGAGGAAGCCCTCAAGTTCGGCGAGTCCTTGGAGAAGCTGCTGGTTCACAAATA
590 600 610 620 630

Obr.5.2: Porovndni puvodni a mutované RGS3 DNA. Mutace tryptofanu (1gg) na pozici 391 na
Sfenylalanin (ttc). Porovndni bylo provedeno pomoci programu volné pristupného na strankdch
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN _form.html
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5.2 Expresni test

Expresni test (viz. kapitola 4.5) byl proveden jak pro RGS3 mutanty W295F a W391F,
tak pro wt. Jako kontrola slouzila bakterialni kultura obsahujici wt, ktery vSak nebyl na
rozdil od RGS3 mutantd W295F a W391F a jiné bakteridlni kultury obsahujici wt
indukovan pomoci IPTG.

Po 3 a 19 hodinach po ptidani IPTG byly z bakteridlni kultury odebrany vzorky, které
se nasledné analyzovaly pomoci SDS-PAGE (viz. kapitola 4.10). Na gel bylo naneseno 20
ul vzorku odebraného po 3 hod a 10 pl vzorku odebraného po 19 hod. Vzorky byly
nanaseny v tomto pofadi: standard molekulovych vah, neindukovany wt, indukovany wt,
indukovany RGS mutant W295F a indukovany RGS mutant W391F.

Z analyzy geld (viz. Obr.5.3) je jasné, Ze oba dva RGS mutanty W295F i W391F se
exprimuji velmi dobfe. Také je vidét, Ze mnozstvi exprimovaného proteinu se s Casem
vyrazné¢ zvySilo. Pfitomnost proteinu nebyla pozorovana u vzorku obsahujici

neindukovany wt, nebot’ pfitomnost induktoru je nutnou podminkou exprese proteinu.

s Z L = T 2 @ 2
S < § 3 s ¢ ¥ g £
g ¥ % 2 @
75 kDA — s
—
50 kDa
—oiadd
RGS
37 kDa — o

25 kD2 —wmmisvinitn:

e R

Obr. 5.3: Vysledek expresniho testu (15% SDS-PAGE) — vzorky RGS3 odebrané po 3 hod (vlevo)
a po 19 hod (vpravo). Vzorky pri SDS-PAGE byly nandseny vtomto poradi: standard
molekulovych vah, neidukovany wt, indukovany wi, indukovany mutant W295F, indukovany
mutant W391F. Z gelii je zFejmé, Ze jak wt, tak oba dva mutanty se exprimuji velmi dobre. Z gelu je
také videt, Zze mnoZstvi exprimovaného proteinu roste s ¢asem.
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5.3 Purifikace proteinu

5.3.1 Exprese

Pro uspé$nou purifikaci bylo nutné exprimovat protein v dostateném mnoZstvi
(viz. kapitola 4.5). Byly vypéstovany 3 1 bunétné kultury obsahujici RGS3 mutant
W295F, 3 1 bunééné kultury obsahujici RGS3 mutant W391F a 3 | bunécné kultury
obsahujici RGS3 wt. Kazda peleta ziskana centrifugaci 1 1 bakteridlni kultury byla
resuspendovana v lyzovacim pufru, inkubovéna s lysozymem, sonikovana a nakonec opét
centrifugovana (viz. kapitola 4.11). Pti centrifugaci doslo k oddéleni supernatantu, ktery

obsahoval exprimované proteiny, od pelety obsahujici zbytky rozbitych bunégk.
5.3.2 Afinitni niklova chromatografie

Vektor pET-15b pouzity pro zaklonovani RGS3 genu obsahuje motiv Sesti
histidind za sebou (tzv. ,His-tag) umozZiujici purifikaci pomoci afinitni niklové
chromatografie (viz. kapitola 4.12). Obsah proteinu v jednotlivych frakcich a jeho Cistota
byl zkontrolovan pomoci SDS-PAGE (viz. kapitola 4.10). Na gel bylo naneseno 10 pl
z kazdé frakce 3 — 8 (viz. Obr.5.4, Obr.5.5). Frakce s vysokou koncentraci proteinu (tzn.
frakce 4, 5, 6, 7, 8 u RGS3 mutantu W295F a W391F a frakce 3, 4, 5, 6, 7 u RGS3 wt)
byly spojeny a dale purifikovany.

RGS3 wt slouzil pfi dalSich pokusech pouze jako kontrola, jeho purifikace byla

ukonc¢ena po niklové afinitni chromatografii.

=
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Standard

75 kDa —
50 kDa—
37 kDa —
25 kDa —

W295F W391F

Obr. 5.4: Vysledek 15% SDS-PAGE provedené po niklové afinitni chromatografii RGS3 mutantu
W295F (vlevo) a W391F (vpravo). Vzorky byly na gel nandseny vtomto poradi: standard
molekulovych vah, frakce 3 — 8 RGS3 mutantu W295F (resp. W391F). Sipkou je zndzornény RGS3
protein.
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Obr. 5.5: Vysledek 15% SDS-PAGE provedené po niklové afinitni chromatografii RGS3 wt.
Vzorky byly na gel nandSeny v tomto poradi: standard molekulovych vah, frakce 3 — 7 RGS3 wt.
Sipkou je zndzornény RGS3 protein.

5.3.3 Gelova filtrace

Jako dalsi purifika¢ni krok pro RGS3 mutant W295F a RGS3 mutant W391F byla
vybrana gelova filtrace (viz. kapitola 4.14).

Protoze se pii gelové filtraci pouziva jiny eluéni pufr, nez je ten, ve kterém byl
protein rozpus$tén po niklové afinitni chromatografii (1x PBS; 0,5M NaCl; 0,6 M
imidazol; 2 mM /S -merkaptoethanol, 0,05% NP40), bylo tfeba zménit pufracni prostiedi

(viz. kapitola 4.13) (20 mM Tris (pH 7,5); 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA; 3 mM DTT; 0,01%
NP+40; 10% glycerol). Obsah proteinu v jednotlivych frakcich a jeho Ccistota byl
zkontrolovan pomoci SDS-PAGE (viz. kapitola 4.10). Na gel bylo naneseno 10 pl z kazdé
frakce B3 - B8 u RGS3 mutantu W295F (resp. W391F)

Na zékladé porovnani chromatogramu (viz. Obr.5.6, Obr.5.7) a gelti z SDS-PAGE
(viz. Obr.5.8) byl identifikovan RGS3 pik a vybrany frakce pro dalsi pokusy (tzn. frakce
B4 — B8).
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Obr.5.6: Chromatogram eluce gelové filtrace RGS3 mutantu W295F. Prutokova rychlost 0,5

ml/min.
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Obr.5.7: Chromatogram eluce gelové filtrace RGS3 mutantu W391F. Prutokova rychlost 0,5
ml/min.
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Obr. 5.8: Vysledek 15% SDS-PAGE provedené po gelové filtraci RGS3 mutantu W295F (vlevo) a
W391F (vpravo). Vzorky byly na gel nandseny v tomto poradi: standard molekulovych vah, frakce
B3-B8 RGS3 mutantu W295F (resp. W391F).

5.4 Test interakce RGS3 (isoforma 1) a 14-3-3¢ proteinu

Po finalni fazi purifikace byl 1 ml RGS3 wt (koncentrace 4 mg/ml), 1 ml RGS3
mutantu W295F (koncentrace 2 mg/ml) a 1 ml RGS3 mutantu W391F (koncentrace 2
mg/ml) fosforylovan (viz. kapitola 4.16). ATP bylo odstranéno dialyzou proti pufru (20
mM Tris (pH 7,5); 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA; 3 mM DTT; 0,01% NP40; 10% glycerol).

Pro ovéfeni vazby mutantnich verzi RGS3 proteinu bylo vyuzito nativni TBE-
PAGE elektroforézy (viz. kapitola 4.17). Pfi nativni elektroforéze neni pfidavan detergent,
ktery by molekuldm udaval jednotny naboj. Do gelu tudiZ vstupuji pouze zaporné nabité
molekuly. 14-3-3 protein je v nativnim stavu zaporné€ nabity, tudiz do gelu vstupuje.
Naopak RGS3 je kladné nabity protein, do gelu tedy nevstupuje. Pokud vSak vytvoti
komplex se 14-3-3 proteinem je cely komplex zaporn¢ nabity, na gelu je pak vytvofeny
komplex dobte viditelny (je oproti samotnému 14-3-3 proteinu vyrazné posunut). Byly
pfipraveny 2 gely pro nativni elektroforézu. Na jednom z geli (viz. Obr.5.9) byla

vyzkouSena interakce 14-3-3 4 proteinu s fosforylovanym a nefosforylovanym RGS3 wt a
na druhém (viz. Obr.5.10) interakce 14-3-3¢ proteinu s fosforylovanym a

nefosforylovanym RGS3 mutantem W295F (resp. W391F). Z gelli je patrné, Ze jak
fosforylovany RGS3 wt, tak fosforylovany RGS3 mutant W295F (resp. W391F) s velkou
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pravdépodobnosti tvofi s 14-3-3 ¢ komplex. Naopak nefosforylované formy RGS3 s 14-3-

3 proteinem neinteraguji, zda se tedy, Ze fosfyralace je nutnou podminkou vazby jak

RGS3 wt, tak RGS3 mutantu W295F s 14-3-3 proteinem.

wt P
+ 1433

«?
?
S

Obr. 5.9: Vysledek 15% TBE nativni elektroforézy.Vzorky byly nandseny v poradi 14-3-3 protein,
Jfosforylovany RGS3 wt spolecné s 14-3-3 proteinem,, nefosforylovany RGS3 wt spolecné s 14-3-3
proteinem, RGS3 wt. Sipka zna¢i vytvoreny komplex mezi fosforylovanym RGS3 wt a 14-3-3
nrolzinem.

W295F P
W295F P
+ 1433
+1433

W391F

£ + 1433
W391F P
W391F P

W205F
i+ 1433

Obr. 5.10: Vysledek 15% TBE nativni elektroforézy.Vzorky byly nandseny v poradi fosforylovany
RGS3 mutant W295F, fosforylovany RGS3 mutant W295F spolecné s 14-3-3 proteinem,
1efcsforylovany RGS3 mutant W295F spolecné s 14-3-3 proteinem, fosforylovany RGS3 mutant
W391F, fosforylovany RGS3 mutant W391F spolecné s 14-3-3 proteinem, nefosforylovany RGS3
mutant W39IF spolecné s 14-3-3 proteinem, . Sipka znaci vytvoreny komplex mezi fosforylovanym
RGS3 mutantem W295F (resp. W391F) a 14-3-3 proteinem.
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6 Diskuse

G proteinova signélni drha je velmi dileZita pro regulaci mnoha Zivotnich funkci.
Neni proto piekvapivé, ze jakékoli slouceniny, které ji pozitivné ¢i negativné ovliviiuji,
jsou stiedem zajmu védeckého vyzkumu. Regulatory G proteinové signalizace RGS maji

schopnost se pfimo vazat na aktivovanou G,-GTP podjednotku a urychlit tak hydrolyzu

GTP. Slouzi tedy jako GAPs (GTPase-activating proteins), jsou limitujici pro Zivotnost
G, -GTP a ukoncuji prenos signalu [4,5]. Diky této své funkci by se RGS proteiny mohl;
stat potencialnim cilem mnoha Iéki. Malé molekuly, které inhibuji interakci mezi RGS a
G, by mohly byt navrZzeny jako nové léky, které umocniuji tcinek endogennich
neurotransmiterl pfi nemocich jako je napt. Alzheimerova choroba, ale i mnoha dalSich.
Eventualné by tyto terapeutické latky mohly byt vyuzity k zndsobeni t¢inku doposud
znamych 1€k, jejichz cilem jsou GPCRs, ¢imz by se mohla snizit davka lékd majicich za
cil GPCR a zaroven by se zvysila mistni specifita, tim padem by se snizil vedlejsi efekt
[35,36].

Neékteré RGS proteiny (napf. RGS3 a RGS7) mohou byt samy regulovany
fosforylaci a vazbou na jiné proteiny, napf. 14-3-3 proteiny. Ve chvili, kdy dojde
k fosforylaci a vazbé na 14-3-3 protein je inhibovana interakce mezi RGS proteinem a

aktivovanou G, podjednotkou heterotrimérntho G proteinu. Pravé vliv vazby 14-3-3

proteinu na fosforylovany RGS3 protein, a to jakym zplusobem tato vazba inhibuje

interakci mezi RGS3 proteinem a G, podjednotkou, zda 14-3-3 protein indukuje

konformaéni zménu RGS3 proteinu, ¢i zda jde pouze o stérické branéni se snazime
prostudovat v na$i laboratofi. Zvolili jsme dva pfistupy — jednak krystalizaci komplexu
RGS3 proteinu se 14-3-3 proteinem a jednak spektroskopické studie, pfedev§im meéteni
fluorescence a CD spekter. RGS3 protein (isoforma 1) obsahuje tfi tryptofanové zbytky na
pozici 295, 391 a 424 (zbytky 391 a 424 jsou v ramci RGS domény), coz je ptili§ mnoho
pro detailni analyzu. Idealni je, aby dany protein obsahoval pouze jeden tryptofanovy
zbytek. Cilem mé prace bylo pomoci cilené metagenese sniZit pocet tryptofanovych
zbytkli v RGS3 proteinu, tyto proteiny exprimovat, purifikovat, in vitro fosforylovat a

vyzkouset jejich vazbu se 14-3-3 proteinem.
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Pomoci cilené mutagenese byly pfipraveny mutanty W295F a W391F. Jejich
exprese byla ovéfena expresnim testem (viz Obr.5.3, str.30), ktery ukazal, Ze exprese je
srovnatelna s RGS3 wt. Dale byly proteiny ¢aste¢né purifikovany pomoci niklové afinitni
chromatografie a nasledné gelové filtrace. Nakonec byly purifikované proteiny
fosforylovany in vitro pomoci PKA a vyzkouSena jejich vazba s 14-3-3 proteinem. Mimo
RGS3 mutantd byla niklova afinitni chromatografie provedena i u RGS3 wt. Tato verze
vsak slouzila pit dalSich krocich jen jako kontrola, proto nebyl provadén dalsi purifika¢ni
krok, ¢istota proteinu byla dostacujici.

Pii purifikaci jsem se zpocCatku potykala svelkymi problémy, nebot RGS3
proteiny jsou pomérné nestabilni, snadno podléhaji proteolytické degradaci a pii sniZeni
iontové sily precipituji. Bylo tedy nutné stale udrZzovat teplotni rozmezi 0-4 °C, kdy je
¢innost proteas zna¢né¢ omezena. Pfi prvnich experimentech byly RGS3 proteiny
exprimovany v bakteriich E.coli BL21 (DE3) a po indukci pomoci IPTG byla udrzovana
konstantni teplota 30 °C. Za téchto podminek vSak dochéazelo k pfedcasné terminaci
translace, protein byl teda zna¢né znecistén a navic exprese byla pomérné nizka. Zménou
experimentalnich podminek — sniZeni expresni teploty na pokojovou a pouZiti jiného
expresniho kmene — F.coli BL21 (Rosseta) doslo k vyraznému zlepSeni vytézku purifikace
proteinu a predevsim jeho Cistoty.

Cast purifikovanych proteini byla fosforylovana pomoci PKA. U RGS3 wt byla
fosforylace ovétena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektroskopie (Dr. M. Sulc, MBU
AV CR, v.v.i). Vzhledem ktomu, Ze¢ mutované Trp zbytky nejsou v blizkosti
fosforyla¢niho mista, nebyla fosforylace mutantli ovéfovana pomoci MALDI-TOF. Pro
ovéfeni vazby mutantnich verzi RGS3 proteinu bylo vyuzito nativni TBE-PAGE
elektroforézy. Pfi nativni elektroforéze neni pfidavan detergent, ktery by molekulam
udéaval jednotny naboj. Do gelu tudiz vstupuji pouze zaporné nabité molekuly. 14-3-3
protein je v nativnim stavu zaporné nabity (jeho pl je ~ 4), tudiZ do gelu vstupuje. Naopak
RGS3 je kladné nabity protein (pI ~ 8,5), do gelu tedy nevstupuje. Pokud vsak vytvofi
komplex se 14-3-3 proteinem je cely komplex zaporn€ nébity, na gelu je pak vytvoreny
komplex dobte viditelny (je oproti samotnému 14-3-3 proteinu vyrazné posunut). Tyto
vysledky souhlasi s idaji uvedenymi v literatufe. 14-3-3 proteiny interaguji pfedevsim s
fosforylovanymi ligandy. V pfipadé interakce s RGS3 by nutnou podminkou vazby méla
byt fosforylace serinu na pozici 264 [31,32]. Vysledky této bakalaiské prace tento fakt
potvrzuji (viz Obr.5.9, Obr.5.10, str.35), kde komplex RGS3 (isoforma 1) s 14-3-3¢&

proteinem byl vytvofen pouze v ptipadé fosforylovanych forem mutantu W295F, W391F
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a wt. RovnéZ bylo ovéteno, Ze mutace W295F a W391F neovlivnila schopnost RGS3
proteinu (isoforma 1) vazat 14-3-3 ¢ protein. Tryptofan na pozici 295 a 391 lze tedy

uspé$né€ mutovat na fenylalanin.

Regulatory G proteinové signalizace RGS jsou velmi rozmanité signalni proteiny,
které jsou jednak schopné umléet G proteinové signalni drahy, ale také na sebe vazat velké
mnozstvi dalSich molekul, coz je dostateénym divodem pro vyzkum jejich dalSich
fyziologickych funkci. Dilezité cile dal§iho vyzkumu jsou: uréeni ulohy doposud
znamych vazebnych partneri RGS v buiice, identifikace dalSich vazebnych partner a
jejich funkce v buiice a charakterizace vzajemného ovliviiovani mezi GPCRs, G proteiny a
RGS. Informace ziskané t€mito studiemi by méli umoznit $ir§i pochopeni ulohy RGS

proteinil ve fyziologii a pfi mnoha nemocech.
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7 Z.avér

Hlavni vysledky této price jsou:
e Pomoci cilené mutagenese byla do sekvence DNA kodujici lidsky regulator G
proteinové signalizace RGS3 (isoforma 1) vnesena mutace, ktera umistila

. fenylalaninovy zbytek na misto tryptofanového na pozici 295

o fenylalaninovy zbytek na misto tryptofanového na pozici 391

e U obou mutantd W295F i W391F byl proveden expresni test, ktery potvrdil expresi

obou rekombinantnich proteinu. Ta byla porovnatelna s RGS3 wt.

e Oba rekombinantni proteiny obsahujici mutace W295F a W391F byly ¢astecné

purifikovany pomoci niklové afinitni chromatografie a nasledné gelové filtrace.
e RGS3 wt byl purifikovan pomoci niklové afinitni chromatografie.
e RGS3 mutant W295F, W391F a RGS3 wt byly fosforylovany in vitro pomoci PKA.

e Byla vyzkousena vazba fosforylované a nefosforylavané formy RGS3 mutantu

W295F, W391F a RGS3 wt s 14-3-3 £ proteinem, ktera potvrdila, Ze mutace W295F ani

mutace W391F s velkou pravdépodobnosti neovlivnila schopnost RGS3 vazat 14-3-3¢ .

e Tryptofan na pozici 295 a 391 Ize mutovat na fenylalanin.
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