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Abstrakt

Predkladana disertacni prace voln€ navazuje na mou praci diplomovou. Zabyva se
studiem 30kDa proteinu fosducinu (Pdc) a mechanismem regulace jeho funkce
prostfednictvim vazby s 28kDa adaptorovym proteinem 14-3-3. Oba tyto proteiny se
ucastni signalni drahy spojené s G-proteiny, pifedevSim v procesu vidéni. Pdc vaze
komplex By podjednotek heterotrimerniho G-proteinu transducinu (Gify) a tim brani zpétné
reasociaci Gify s podjednotkou Ga, ¢imzZ blokuje pienos svételného signalu. Tento proces
se pravdépodobné uplatituje pii dlouhodobé adaptaci na zménu intenzity svétla. Regulacni
funkce Pdc je dale regulovana jeho fosforylaci a naslednou vazbou na protein 14-3-3. Na
zakladé¢ dostupnych dat bylo spekulovano, ze vazba 14-3-3 je klicova pro inhibici interakce
mezi fosforylovanym Pdc (Pdc-PP) a Gyfy. Vznik komplexu 14-3-3/Pdc-PP pak vede
K reasociaci trimerniho transducinu a zesileni pfenosu svételného signalu. Mechanismus,
jakym protein 14-3-3 inhibuje interakci Pdc s Gy, je vsak stale neznamy.

Cilem této disertacni prace bylo objasnit strukturu volného Pdc a jeho komplexu
s proteinem 14-3-3 a s pomoci ziskanych dat navrhnout mechanismus regulace funkce Pdc.
Struktura Pdc a komplexu 14-3-3/Pdc-PP byla studovana celou fadou biofyzikalnich metod
véetné malothlového rozptylu rentgenového zateni (SAXS), NMR, H/D vymény spojené
s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) ¢i metod fluorescencni spektroskopie. Ziskané
vysledky ukézaly, Ze N-terminalni doména Pdc (Pdc-ND) je vnitiné nestrukturovany
protein. Fosforylace Pdc ovlivituje konformaci nejen v ramci Pdc-ND, kde se nachazeji
ob¢ fosforyla¢ni mista, ale i v ramci strukturované C-terminalni domény (Pdc-CD). Protein
14-3-3 véze Pdc-PP s mikromoldrni vazebnou afinitou a tvorba komplexu ovliviiuje
konformaci a snizuje flexibilitu zejména fosforylované Pdc-ND. Ob¢ fosforylacni mista
Pdc jsou klicova pro vazbu proteinu 14-3-3. Velka ¢ast Pdc-ND, ktera tvoii vétSinu
vazebného povrchu Pdc pro Gy, se v komplexu se 14-3-3 nachazi bud’ v centralnim kanalu
molekuly dimeru 14-3-3, nebo v blizkosti jeho povrchu. Vazba 14-3-3 tedy blokuje
vazebny povrch Pdc pro G a tim inhibuje tuto interakci. NMR a HDX-MS méfeni dale
ukdzala, ze Pdc-PP zlstava i po navazani na protein 14-3-3 flexibilni, coz naznacuje, Ze by
se mohlo jednat o tzv. ,fuzzy“ komplex. Ziskané vysledky také naznacuji, ze vazba

proteinu 14-3-3 zpomaluje defosforylaci Pdc-PP.



Abstract

This dissertation is focused on 30 kDa protein phosducin (Pdc) and on the regulation
of its function through the interaction with 28 kDa adaptor protein 14-3-3. These two
proteins participate in G-protein signal transduction pathways, especially in the process of
light signal transduction. It is assumed that Pdc binds to the G#y complex of G-protein
called transducin and through this interaction it inhibits the reassociation of Gy with Gia
thus reducing the visual signal transfer. This process is thought to participate in a long-
term light adaptation. The regulation of Pdc function is further regulated by its
phosphorylation and subsequent binding to the 14-3-3 protein. It has been speculated that
the 14-3-3 binding plays a key role in the inhibition of the interaction between
phosphorylated Pdc (Pdc-PP) and Gi3y. The formation of the 14-3-3/Pdc-PP complex leads
to the reassociation of Gy with G and consequently to the amplification of visual signal
transfer. Nevertheless, the mechanism by which the 14-3-3 protein binding inhibits the
interaction between Pdc and Gfy remains elusive.

The main aims of this dissertation were: (i) to investigate the structure of Pdc in its
apo-state (in the absence of the binding partner) and in the complex with 14-3-3, and (ii) to
suggest the mechanism of the 14-3-3-mediated regulation of Pdc function. The structure of
Pdc and the 14-3-3/Pdc-PP complex was studied using various biophysical methods
including small-angle X-ray scattering (SAXS), NMR, H/D exchange coupled to mass
spectrometry (HDX-MS) and fluorescence techniques. Our data suggested that the
N-terminal domain of Pdc (Pdc-ND) is intrinsically disordered protein. The
phosphorylation of Pdc affects conformation of both its domains - unstructured Pdc-ND as
well as structured C-terminal domain (Pdc-CD). The 14-3-3 protein binds Pdc-PP with the
binding affinity in micromolar range and the complex formation affects the conformation
of Pdc especially within Pdc-ND. Both phosphorylation sites are essential for the complex
formation. The majority of Pdc-ND, which accounts for the most of the G binding
surface, is located either in the central channel of the 14-3-3 dimer or in the close vicinity
of the 14-3-3 outer surface. Therefore, our data suggest that the 14-3-3 binding masks the
majority of the G binding surface of Pdc and thus inhibits its interaction with Gif. In
addition, NMR and HDX-MS measurements revealed that Pdc-PP remains highly flexible
after the 14-3-3 binding, which indicates the formation of a “fuzzy” complex. Our data also
showed that the 14-3-3 binding slows down dephosphorylation of Pdc-PP in vitro.
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1 Uvod

Predkladana disertacni prace je strukturni studii proteinu fosducinu (Pdc) a komplexu
S jeho vazebnym partnerem, proteinem 14-3-3. Struktura tohoto komplexu nebyla doposud
objasnéna. Motivaci projektu je piispét k pochopeni ulohy proteinu 14-3-3 v regulaci
funkce Pdc. Znalost struktury je dulezitym nastrojem pro pochopeni funkce proteint
a jejich komplext. Tato diserta¢ni prace je soucasti dlouhodobého projektu vedeného pod
dohledem prof. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. zPfF UK a navazuje na mou praci
diplomovou [1].

Ke studiu struktury proteind a jejich komplexu lze vyuzit celou fadu metod, které
vSak poskytuji kvalitativné rozdilné informace. Vybér metody zéavisi predevSim na
charakteru dané¢ho proteinu nebo komplexu. V piipadé strukturovanych proteinti a jejich
komplext S jasné definovanym prostorovym uspofadanim jsou nejvhodnéj$imi volbami
proteinova krystalografie, nuklearni magnetickd rezonance (NMR) a kryoelektronova
mikroskopie (Cryo-EM). Vyhodou metody NMR je ziskani struktury proteinu ve vodném
roztoku, tedy za téméf nativnich podminek, nicméné metoda NMR je omezena pouze na
molekuly s molekulovou hmotnosti do cca 70 kDa. Metoda Cryo-EM je naopak vhodna
pro molekuly s molekulovou hmotnosti vétsi nez cca 200 kDa. Problém s uréovanim
struktury ovSem nastava v pfipad¢ takovych proteind, jejichz prostorova struktura neni
nativné ur¢ena. Takovymto proteinim se fikd proteiny neuspofddané, nebo nesbalené,
v anglicky psané literatufe se znaci IDPs (z angl. Intrinsically Disordered Proteing). Tyto
proteiny nejsou schopné tvofit krystaly a jejich NMR spektra jsou velmi obtizné
interpretovatelna diky malému rozptylu signali.

Protein fosducin, kterym se zabyva tato disertacni prace, je typickym ptikladem
proteinu, jehoZ znacna ¢ast vykazuje vlastnosti IDP. Ve volném (tzv. apo) stavu je tato ¢ast
velmi flexibilni a neuspofddana, nicméné¢ po vazbé na vazebného partnera G Sy
transducinu se flexibilni ¢ast molekuly Pdc strukturuje a to dokonce tak, ze komplex
Pdc/Gfy byl tspesne vykrystalizovan [2]. Nicméné pti vazbé Pdc na jiného vazebného
partnera, protein 14-3-3, ke strukturovani flexibilni ¢asti nedochazi. Komplexiim, kde
jeden z vazebnych partnerd je IDP a po vazb¢ jim zistava, se v anglické literatuie zacalo
fikat ,,fuzzy* complexes (fuzzy, cesky nejasny) [3].

Pii studiu vlastnosti IDPs a ,,fuzzy“ komplext lze vyuzit nékolika biofyzikalnich

metod, diky kterym se da alesponn pfiblizné urcit jejich struktura. V soucasné¢ dobé
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neexistuje metoda, kterd by dokazala ptesné¢ popsat konformacni chovéni takovychto
proteini. Vysledkem téchto métfeni vzdy byva primérnéd struktura, Casto zachycujici
nejéastéji se vyskytujici konformaci proteinu. Mezi metody, které se pouzivaji ke studiu
IDPs a ,.fuzzy“ komplext, patéi napf. malouhlovy rozptyl rentgenového zafeni (SAXS,
zangl. Small-Angle X-Ray Scattering), pomoci kterého lze ziskat strukturu s nizkym
rozliSenim. Ve spojeni s NMR a metodami fluorescencni spektroskopie Ize pak ziskat dalsi
upiestujici strukturni udaje. Pro charakterizaci sekundarni struktury se vyuziva napf.
cirkularniho dichroismu (CD). Pro objasnéni termodynamickych vlastnosti komplexu lze
vyuzit isotermalni titra¢ni kalorimetrii (ITC) nebo analytickou ultracentrifugaci (AUC).
Hydrodynamické vlastnosti objasiiuje také AUC a dale dynamicky rozptyl svétla (DLS).
K zisku informaci o vazebném povrchu lze vyuZzit napf. metody vymény vodiku za
deuterium spojené s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS). Informaci o zménach ve vnitini
neuspofadanosti proteinu lze ziskat i jeho kontrolovanou proteolyzou v pfitomnosti
a nepfitomnosti vazebného partnera. Existuje fada dalSich technik, které jsou pro studium
takovychto proteinli vyuzivany, ovSem vySe zminéné jsou pravdépodobné nejCastéjsi.
Vétsina z vySe zminénych technik byla vyuzita ke studiu jak Pdc, tak jeho komplexu se
14-3-3. Na zaklad¢ ziskanych dat byl vytvofen detailni strukturni model komplexu Pdc
s proteinem 14-3-3 a navrzen mechanismus, jakym protein 14-3-3 reguluje funkci Pdc

V burice.
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2 Literarni prehled

2.1  Vnitiné neuspoi-adané proteiny (IDPs)

Je znédmo, ze hydrofobni jadro uspotfddanych proteint je casto tvofeno
aminokyselinami, jako je Val, Leu, lle, Met, Phe, Trp a Tyr [4]. Né&které proteiny ovSem
obsahuji ¢asteCné polarni a nabité oblasti, které jsou tvoieny aminokyselinami, jako jsou
GIn, Ser, Pro, Glu, Lys, obcas také Gly a Ala [5, 6, 7]. Tyto oblasti se v roztoku vyznacuji
zna¢nou neuspotradanosti bez vyraznych znamek sekundarni nebo tercidrni struktury.
Proteintim, které jsou takto charakterizovany, se fika vnitin¢ neusporadané (IDPs, z angl.
Intrinsically Disordered Proteins) [8, 9]. IDPs se Gc¢astni velkého mnozstvi biochemickych
procest a podili se pfedev§im na procesech spojenych s pienosem signalu skrz protein-
proteinové interakce, interakce protein-DNA a protein-ligand a na regulaénich procesech
[10 - 13]. Jejich neuspotadanost a flexibilita umoznuje pfistup fady vazebnych partnert
a enzymd, kteti usmérnuji funkci IDPs ve smyslu posttranslacnich modifikaci, jako jsou
fosforylace, acetylace, hydroxylace, ubiquitinace a metylace [12]. Pojem IDP nemusi vzdy
zahrnovat cely protein, nékdy 1ze pod timto pojmem chapat pouze ¢ast proteinu, napf.
doménu, kterd je vnitiné neuspotfddana. IDPs se vyskytuji u vSech organisml a podle
frekvence vyskytu je lze sefadit nasledovné: eukaryota » archea ~ eubakterie.
Mnohobunécna eukaryota pak obsahuji vétsi mnozstvi IDPs, nez jednobunééna [14, 15].
Jejich podil obecné roste se slozitosti organismu. Toto rozdéleni vychazi z ab initio
predikce struktury proteind. Pro predikci struktury a tedy i neuspofadanosti proteind Ize
V dnesni dobé vyuzit mnozstvi riznych algoritmii, jejichZ piesnost se stale zvySuje [16 -
18]. Mezi takovéto predikeni algoritmy patii napt. PONDR [6], Foldindex [19, 20],
DisEMBL [21], GLOBPLOT 2 [22], DISOPRED 2 [23] a dalsi. Experimentaln¢ urcené
¢aste¢né, nebo upln€ neusporadané proteiny jsou zaznamenavany do databaze DisProt [24,
25, http://www.disprot.org/, Cervenec 2016].

Podle Dunkera a kol. [8] lze proteiny rozdélit do tii, piipadné Ctyt [26] kategorii:
1) usporadané, 2) molten globule (Cesky roztavené klubko), (3) pre-molten globule),
4) nahodné klubko. Kategorie pre-molten globule pfedstavuje protein s obsahem
fluktuujicich prvka sekundéarni struktury. Pojem ,,ndhodné klubko* je mirn¢ zavadégjici,
jelikoz bylo prokazéno, ze neuspofadané proteiny zaraditelné do této kategorie vykazuji

urcité opakujici se rysy ve své struktuie, jak bylo dokazano pomoci NMR [27, 28], tak
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pomoci ab initio vypocéti [29]. Nelze tedy fici, Zze takto neuspofadané proteiny tvoii
v roztoku zcela nahodné struktury bez jakéhokoli schématu, jako je tomu v piipadé
denaturovanych proteinti. Schéma konformeru je primarné uréeno jeho aminokyselinovou
sekvenci [30]. Uspofadani aminokyselin jdoucich za sebou v proteinu tedy urcuje
dihedralni thly a sbalenost daného segmentu [19, 31]. Nedavné studie ovSem ukazaly, Ze
nékteré¢ proteiny vykazuji prostorovou a funkéni podobnost, ovSem jejich primarni
aminokyselinova sekvence se lisi [32]. Dilezitou roli u téchto proteint hrala spiSe jejich
délka a prostorové usporadani. Na téchto dvou faktorech pak zalezela doba zivota dané¢ho
proteinu spisSe, nez na vyskytu ubiquitina¢nich mist a dalSich signali vedoucich
k degradaci proteinu [3]. Studie Tsvetkova a kol. naznacuje, Zze samotna neuspotradanost
mozna hraje roli v rozkladu IDPs pomoci 20S proteasomu, ktery béhem pokusu dokazal
rozlozit vnitin¢ neuspotfaddané sekvence v podminkach, pii kterych jsou pfifozené a molten
globule stavy proteind rezistentni vuci degradaci [33]. V této studii také ukazali, Ze
protein-proteinova interakce muze degradaci IDP zabranit.

Jednou z vlastnosti nékterych IDPs je jejich schopnost pfizpusobit svou strukturu
vazebnému partnerovi. Pokud ovSem dojde k nespravnému sbaleni ¢aste¢n¢ usporddanych
proteinll, mize to vést k nemocem, s nimiZ si organismus pravdépodobné nevi rady, jelikoz
je protein diky nespravnému sbaleni Spatné degradovatelny. Jednim z ptikladt takového
neuspotadaného proteinu je i protein a-synuclein, jehoz nespravné sbaleni mtize vést az ke
tvorbé Lewyho télisek [34] a krozvoji napf. Parkinsonovy choroby. a-synuclein se
pravdépodobné také podili na regulaci apoptosy vazbou na protein 14-3-3 [35, 36].

Studium struktury a funkce IDPs je tedy velmi zajimavou a motivacni oblasti
strukturni biologie, jelikoZ by mohlo vést k novym metoddm schopnym detailnéji popsat
jejich chovani, strukturu a zapojeni do mnohych biochemickych procest, a dale by mohlo
vést k porozuméni vzniku chorob, se kterymi si soucasnd véda a medicina nevi rady,

a postupné se tak dostat 1 k jejich efektivni 1é¢be.

2.2 Fuzzy komplexy

Az do roku 2002 se predpokladalo, ze vazba vnitiné neusporadaného proteinu (IDP)
na jeho vazebného partnera zplisobi jeho casteCnou, nebo uplnou strukturalizaci,
a VvV komplexu tak lze ziskat strukturni informace o daném IDP mnohem sndz, nez ve
volném stavu, jelikoz je mozné komplex napt. krystalizovat [37]. Pozdé&ji se ovSem

ukazalo, ze existuje mnozstvi IDPs, které pfi vazbé na svého vazebného partnera
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nepodstupuji strukturalizaci, naopak, zachovéavaji si svou vnitini neuspofadanost
I v komplexu. Takovymto komplexim se zacalo fikat ,,fuzzy” komplexy (fuzzy, cesky
nejasny) [38]. Podle Tompy a kol. Ize fuzzy komplexy v zakladu rozd¢lit do ¢étyf modelu:
1) polymorphic model (polymorphic, ¢esky rozmanity), 2) clamp model (clamp, ¢esky
svirajict), 3) flanking model (flanking, ¢esky lemujici), 4) random model (random, ¢esky
nahodily). Polymorphic model byl zarazen do kategorie statické neuspotfadanosti, ktera je
charakterizovana tvorbou nékolika stabilnich konformaci, které nejsou zaznamenatelné
pomoci krystalografickych méfeni. Ostatni modely byly zatazeny do kategorie dynamické
neusporadanosti, kterd je charakterizovana tvorbou mnoha rozli¢nych stavt IDP, které lze
definovat jako konformaéni soubor. Obrazek 2.1 zobrazuje ukazky komplext

odpovidajicich jednotlivym modelim [38].

Staticka neuspoiadanost Dynamicka neusporadanost

(A) Polymorhic model (B) Clamp model (C) Flanking model (D) Random model

Neusporadanost

Obr. 2.1 Moznd kategorizace ,,fuzzy* komplexii. (A) Polymorhic model zobrazuje dva mozné
dobre definovatelné stavy (modra, fialova) jednoho |DP vdzaného na vazebného partnera
(Seda). (B) Clamp model je charakterizovin flexibilni peptidovou spojkou mezi dvéma
usporadanymi segmenty (fialovd) pri vazbé na vazebného partnera (Sedd). (C) Flanking
segment vazaného IDP (fialova) obklopujici vazebného partnera (Seda). (D) V random modelu
ziistava IDP (modrad, nebo fialova) znacné neusporadany po vazbé na vazebného partnera
(Seda). Plné linie (modrd, nebo fialovad) zde predstavuji piechodné se tvorici a ménici se prvky
sekundarni struktury. Prevzato a upraveno z [38].

Dalsi moznosti jak ,,fuzzy“ komplexy rozdélit, je podle rychlosti pohybu
peptidovych segmentii. Casova $kala segmentalnich pohybii v ramci komplexii sloZzenych
predeviim z dobfe sbalenych proteinti se pohybuje v rozmezi ps az ms. Casova $kala

pohybi flexibilnich oblasti se mtize pohybovat vV rozmezi ns az ps [39].
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Neusporadanost a flexibilita IDPs vazanych v komplexu s vazebnym partnerem jim
muze zajiStovat schopnost interakce s dal$imi vazebnymi partnery a rychlou funkéni
zménu. Vazby takovychto komplexii mohou byt slabé (Kq ~ UM az mM oblast), ale ptesto
dulezité [38, 39].

2.3 Fosducin (Pdc)

2.3.1 Vyskyt Pdc

Fosducin (Pdc) je 28kDa kysely (pI = 4,9, krysi forma - Rattus Norvegicus) protein.
Daéle lze fosducin nalézt pod ndzvem MEKA, ktery vychazi z aminokyselinové sekvence
hovéziho (Bos Taurus) fosducinu [40]. Byl nalezen u eukaryotnich Zivoé¢ichd, konkrétné
u hovéziho dobytka, krys, mysi, koni, pst, kocek, u plazl, kostnatych, nalevnikii, hub
a u kvasinek [41 - 51]. Sav¢i Pdc obsahuje 244 az 246 aminokyselin. Je exprimovan
piedevsim v sitnici oka, dale v §iSince a ji vyvojove pfibuznym organtim, mozku [41 - 45],
méné pak Vv jatrech [52], plicich, ledvinach, kosternim svalstvu, ve slezing [53], ¢ichovém
ustroji [54, 55] a sympatickém nervovém systému [56]. V hovézim mozku bylo
identifikovano 10 pmol Pdc na 1 mg vSech cytosolickych proteint [43, 57]. Gen pro Pdc
hledany v lidském genomu byl nalezen v chromosomu 1g31.1, ktery sestava ze ¢tyt exont
se start-kodonem na exonu 2 [58, 59]. Prvni zminka 0 Pdc je datovana do roku 1977 [41]
a literatura zabyvajici se jeho podrobnéjsim vyzkumem se naskytla jiz v roce 1981 [60,
61].

Ve své disertacni praci se zabyvam piedevS$im Pdc nachazejicim se v sitnici oka,
proto se nyni zaméfim na v sitnici exprimovany Pdc. Sitnice oka se nachazi v jeho zadni
Casti a sestava z fotoreceptorovych bunck — tycinek a ¢ipkd. TycCinky jsou zndmy svou
citlivosti na intenzitu svétla a Cipky umozinuji barevné vidéni [62]. Na sitnici oka se
vyskytuje 120 miliont tyCinek a 6 az 7 miliona Cipka [63]. JelikozZ je 1épe prozkoumana
funkce Pdc v ty¢inkach, budu zde dale hovotit pfedevsim o ty¢inkach.

Tyc¢inku lze pomysiné jednoduse rozd¢lit na vnéjsi segment (ROS, z angl. Rod Outer
Segment) a vnitini segment (RIS, z angl. Rod Inner Segment). Vnitini segment ty¢inky
pokracuje v jadro a dale synaptické zakonceni sméfujici k interneuronu. Jadra ty¢inek jsou
zasazena do vng&jsi jadrové vrstvy (ONL, z angl. Quter Nuclear Layer). Ve své diplomové
praci [1] detailn€ji popisuji strukturu fotoreceptori a procesy spojené s prenosem

svételného signdlu do mozku a biochemii vidéni. Signal je pies tyCinku pfeveden skrz
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interneuron zevni plexiformni vrstvou (OPL, zangl. Outer Plexiform Layer), ktera
obsahuje bipolarni a horizontalni buiiky. Nasleduje vnitini jadrova vrstva obsahujici jadra
bipolarnich a horizontalnich bunék, a vnitini plexiformni vrstva (IPL, zangl, Inner
Plexiform Layer) [64]. Bipolarni a horizontalni bunky jsou v kontaktu s vrstvou
gangliovych bun€k, ze kterych vybihd vrstva nervovych vlaken.

Lokalizovat Pdc v ramci tyCinky a v jednotlivych vrstvach je spiSe obtizné, jelikoz se
vysledky riznych vyzkumnych skupin 1iSi. Jeho rozmisténi také zavisi na vnéjSim
osvétleni sitnice a pFistupnosti vazebnych partnerd. V roce 1987 Leeova a kol. zjistili, ze
ve tmou adaptované sitnici hovéziho dobytka se Pdc nachazi jak v RIS, tak méné i v ROS.
Zjistili také, ze Pdc vaze dvé podjednotky heterotrimerniho G-proteinu transducinu, Gyfy.
Gy nebyly nalezeny samostatné, pouze jako heterodimer, ¢i jako heterotrimer spolu
s podjednotkou a, Giafy. Jejich vysledky ukazuji, ze Giofly se nachazi jak v ROS, tak
v RIS, ale vétSina zustava, na rozdil od Pdc, v ROS [65]. Skupina Pagh-Roehlové nasla
v roce 1995 Pdc kostnatych primarné v RIS. Zjistila také, ze Pdc je fosforylovan piedevsim
za svétla a méné za tmy pomoci proteinkinasy A (PKA) a Ca”*/kalmodulin-aktivovanou
kinasou, a defosforylovan vice za svétla pomoci proteinfosfatasy 1 (PP1) a méné za tmy
proteinfosfatasou 2A (PP2A). Vystaveni sitnici svétlu po dobu deseti minut vedlo ke
snizeni fosforylace Pdc o 20 % [66]. Prvni zminka o fosforylaci Pdc vyvstala jiz v roce
1984, kde Leeova a kol. ukazali, ze Groven fosforylace Pdc je vétsi za tmy [42]. Skupina
Ruiz-Gomezové také v roce 2000 zjistila, ze hovézi Pdc mize byt fosforylovan pomoci
G protein-coupled receptor kinasy 2 (GRK2), konkrétné mezi aminokyselinovymi zbytky
204 a 245. Tato fosforylace vedla k zeslabeni vazby mezi Pdc a Gify [67]. V roce 2000
ptisly Zhuova a Craftova s objevem, ze Pdc se nachazi nejen v RIS a ROS, ale také ONL,
synapsich a lehce také v OPL. Dale zjistily, Ze v cytoplasmé i jadfe se po vystaveni oka
svétlu nachazi degradacni produkt Pdc a dvé hodiny ve tmavém prostedi po predchozim
osvetleni zastava mnozstvi Pdc v sitnici konstantni. Jejich velkym objevem bylo také
zjisténi, Ze aminokyselinové zbytky Pdc 187 aZ 246 siln€ interaguji s novym vazebnym
partnerem fosducinu a to proteinem CRX (viz déle). Jejich vysledky také ukazuji, ze vazba
CRX na Pdc fyzicky nebrani vazbé Gy, takze je mozné, ze oba proteiny Se mohou na Pdc
vazat souCasné. Zhuova a Craftovd dale ukazaly, ze u COS-7 bunék se CRX nachazi
predevSim v jadie a Pdc je v cytoplasmé. Po jejich interakci jsou ovSem oba proteiny
nalezeny jak v jadre, tak v cytoplasm¢. U fotoreceptorovych bun¢k ziskanych z hovézi
sitnice byl Pdc lokalizovan v ROS i RIS a v mensim mnozstvi také v OPL. CRX se
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nachazel piedevs§im v ONL a v mensim mnozstvi také v ROS a RIS [68, 69]. Stejna
dvojice uz v roce 1998 ukazala, ze Pdc interaguje také s dalSim proteinovym vazebnym
partnerem, proteinem SUGI (viz déale). Ten také interaguje s C-terminalnimi
aminokyselinovymi zbytky Pdc a to s vys§i afinitou, nez mezi Pdc a CRX. Navic
naznacuji, ze SUG1 potiebuje pro interakci s Pdc i nékteré aminokyselinové zbytky
nachazejici se blize N-konci Pdc [70]. V roce 2001 skupina Nakana pfisla s konkrétngjsimi
¢isly ohledné mnozstvi Pdc v sitnici. Po osvétleni krysi sitnice byl Pdc nalezen spise v RIS
(83 %) a OPL (v ROS bylo pouhych 17 % Pdc). Velkou roli zde hral objev, Ze Pdc je za
tmy fosforylovan a vaze vazebného partnera, protein 14-3-3. K jejich vzajemné interakci
dochdzi i za svétla, ovSem bylo nalezeno 5% méné tohoto komplexu za svétla, nez za
podminek bez svétla. Dale zjistili, Ze ve tmavych podminkach obsahuje sitnice mensi
mnozstvi Gy, nez osvétlend sitnice. Ve tmé se Pdc nachazel vice v OPL a RIS spole¢né
se 14-3-3. Kdyz doslo k defosforylaci Pdc a rozpadu komplexu 14-3-3/fosforylovany Pdc,
14-3-3 zistaval v RIS [71]. Ve stejném roce zkoumali piesuny Pdc i ve skupiné Thulina.
Ti potvrdili, Ze protein 14-3-3 se nachazi v RIS a kinasa, ktera fosforyluje Pdc —
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasa Il (CaMKII) — jej fosforyluje v ROS. Dale
ukazali, Ze ve tmou adaptované sitnici se Pdc nachazi jak v RIS, tak v ROS, ale za svétla
nalezli Pdc pouze v RIS spolu se 14-3-3 [72]. S novym objevem pfisel Sokolov se svou
skupinou v roce 2007. Objevili, ze mnozstvi Pdc v ROS i VRIS je za svétla i za tmy
srovnatelné, ale méni se mnoZstvi Gyfy. Ve tmou adaptované sitnici se Gyfy nachazel
predevsim v ROS (témét 100 %) a méné v RIS a jadre, ale za svétla v ROS, RIS, jadie a
synapsich. V ROS se ovSem nachézelo pouhych 10 % Gy, protoze 90 % pieslo za svétla
do RIS. Dale ukazuji, Ze ve tmou adaptované sitnici ROS je 7x méné Pdc, nez Gfy, takze
jej neni dostatek pro vazbu [73]. Podobny vysledek pozorovala i skupina Nakana v roce
2001, ktera odhadla molarni pomér Pdc:Giafly v ROS krysi sitnice na 1:60 av RIS na 1:4 —
1:17 [71].

Pro piehlednost zde uvadim Tabulku 2.1 na str. 19, ktera stru¢né zobrazuje vybrané
vysledky lokalizace Pdc riznych védeckych skupin jdoucich chronologicky seshora doli.
Kazdy sloupec predstavuje ¢ast ty€inky, €i vrstvy sitnice, ve kterych byl Pdc nalezen ve
vyznamném mnozstvi (v'), nebo nenalezen (*). Poml¢ka (-) piedstavuje piipad, kdy pro
danou lokalitu pfitomnost Pdc nebyla zkouméana. Pro zjednoduseni zde nerozliSuji, zda se
jedna o fosforylovany ¢i nefosforylovany Pdc, a také nerozlisuji kvantitu Pdc v daném

misté. Pokud byl Pdc pozorovan jen minimalné, uvadim, ze byl nenalezen. Vysledky byly
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ziskany za pouziti riznych technik, kde ptfevazovaly pokusy s protilatkami vazanymi na
Pdc.

Tabulka 2.1 Rozdéleni lokalizace Pdc dle vysledkii riiznych védeckych skupin

RIS ROSs RISt | ROS; | jadro ONL | synapse | OPL

Pagh-Roehl [66] v x v x - - - -
Zhu [68, 69] % % % % Vs v v v
Nakano™ [71] v x v v - v % v
Thulin [72] v x v v - - Vs _
Schulz [57] v v v v - - 7 -
Sokolov” [74] v v v v v v x Vv
Chen’ [75] v x v x x - v -
Song” [73] v v v v v v v v

sZkoumano po osvétleni sitnice.

tZkoumano ve tmou-adaptované sitnici.

“Stejny znak piislusi lidem ze stejné védecké skupiny.

RIS —rod inner segment, ROS — rod outer segment, ONL — outer nuclear layer, OPL - outer plexiform layer

Z Tabulky 2.1 je patrné, Ze vSechny védecké skupiny se shodly na tom, ze Pdc se
nachazi pfedevS§im v RIS a to jak za svétla, tak za tmy. Dale miZeme konstatovat, Ze se
Pdc nachazi i v synapsich fotoreceptorovych bunék. Vysledek Chena a kol. z roku 2005
naznacil, Ze spiSe, nez k ptesunu Pdc v ramci tyCinky, dochazi k pfesunu transducinu
Vv zavislosti na osvétleni. Molarni pomér Pdc:Giofy se podle jejich studii v ty€inkach
pohybuje vrozmezi 1:2 az 1:9 [75]. Jejich vysledek tedy potvrzuje vysledky skupin
Nakana z roku 2001 a Sokolova z roku 2004 [71, 74]. K obdobnym vysledkim, tedy Ze
mnozstvi Pdc v ROS se za svétla a za tmy pfili§ nelisi, dosla i skupina Songa v roce 2007
[73]. Kzajimavému vysledku dosla skupina Calverta zroku 2006, ktera zkoumala
translokaci tfech proteind (transducin, arrestin a recoverin), nachézejicich se v sitnici oka.
V pfipad¢ transducinu ukazali, ze po osvétleni sitnice dojde k pfesunu 10 — 20 %
transducinu z ROS do RIS v ty¢inkach, ov§em v ¢ipcich k piesunu nedochazi [76]. Pokud
se tedy Pdc podili na pfesunu transducinu v ramci fotoreceptorové butiky, tento vysledek

by mohl naznacit, Ze v ¢ipcich neni dostatecné mnozstvi Pdc k pfesunu transducinu.

2.3.2 Struktura Pdc

Na prvnim vyznamném objevu ukazujicim strukturu hovéziho Pdc v krystalovém
komplexu spolecné s heterodimerni podjednotkou Gy se podilela skupina Gaudetové
vroce 1996. Ziskali strukturu s rozlienim 2,4 A (PDB ID: 2TRC, [2]). Strukturu dale

upiesnili v roce 1999 s rozlisenim 3 A doplnénim o informace tykajici se fosforylace Pdc
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(PDB ID: 1B9X, 1B9Y, [77]). Dalsi struktura hovéziho Pdc s Gify byla ziskana Loewem
a kol. v roce 1998 (PDB ID: 1A0R, [78]). Komplex Pdc s Gy je zobrazen na Obr. 2.2 [2].
Nase skupina pfisla s upfesiiujicimi informacemi o struktuie krysi formy Pdc v komplexu
S vazebnym partnerem, lidskym proteinem 14-3-3(; vroce 2012 [79], nasledujicimi
¢lankem z roku 2015 [80], kde se zabyvame i strukturou samotného Pdc v roztoku, tedy
bez vazebného partnera. V poslednim c¢lanku, ktery byl podan letos, se ndm podafilo

ukazat presnéjsi model komplexu proteinu 14-3-3 s Pdc (zatim nepublikovana data).

B

Gy

C-konec Pdc % 2

C-konec Oy .
&

Obr. 2.2 Krystalova struktura fosducinu (Pdc) (Zlutda) s Gy (fialovad, respektive modrad). (A)
Pohled z hoku. Na obradzku je vyznacena N-termindlni (Pdc-ND) a C-termindlni (Pdc-CD)
doména Pdc. Pdc neni vkontaktu s Gy. (B) Pohled seshora. Cervené jsou oznaceny
fosforylacni mista Ser54 a Ser73, zelené Trp29. Prevzato z [2], PDB ID: 2TRC. Obrdzek byl
vytvoren v programu PyMol.

Krystalova struktura hovéziho (Bos Taurus) Pdc shovézi Gy ziskana skupinou
Gaudetové ukazala, Zze Pdc sestavd ze dvou domén — N-terminalni domény (Pdc-ND,
aminokyselinové zbytky M1 — R110) a C-terminalni domény (Pdc-CD, aminokyselinové
zbytky G112 — E246) spojené flexibilnim peptidovym spojem. Obé domény spolu pfi
vazbé s Giffy navzajem neinteraguji, ale pro zvétSeni vazebného povrchu ovinou Gy [2].
Symbolicky je tato vazba ukazana na Obr. 2.3 na str. 21. Pdc-ND sestava v komplexu
s Gy ze tii a-helixti (H1, H2, H3), Pdc-CD je strukturné podobna thioredoxinu, ovSem
diky absenci jednoho ze dvou cysteinovych zbytki, nema tato doména thioredoxinovou
redukéni funkci. Schematické znazornéni sekundarni struktury Pdc je zobrazeno na Obr.
2.4 nastr. 21 [2].
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Obr. 2.3 Symbolické zobrazeni komplexu proteinu fosducinu (Pdc) (rizovd) s heterodimerem
transducinu GBy (svétle zelend). C-termindlni (Pdc-CD) a N-termindlni (Pdc-ND) doména
Pdc obklopuje Gy, pricemz Pdc-CD je vizana prdevsim do mist Gif, pricemz se ale zaroven
nachazi v blizkosti Gy (zeleny pruh), ktera je pravdépodobné zodpovédna za vazbu
transducinu do membrany disku tycinky (zeleny pruh). Pdc-ND se vaze predevsim s oblastmi
G, které také interaguji s G (svétle zelend). Vazba Pdc tedy blokuje vazbu s Gia. Obé
domény jsou spojeny flexibilnim peptidovym spojem.

36, 67

Pde-ND |, I

Obr. 2.4 Schematické zndzornéni sekundadrni struktury Pdc vazaného v komplexu s Gfy. Horni
cast obrdazku zobrazuje tri o-helixy N-termindlni domény Pdc (Pdc-ND), spodni ¢dst obrazku
zobrazuje C-termindlni doménu Pdc (Pdc-CD), ktera je strukturné podobna proteinu
thioredoxinu. Prevzato a upraveno z [2].

Pdc-CD se vaze k p-listaim 1 a 7 f-soudku podjednotky Gi5. V tomto misté dochazi
Vv nepiitomnosti Pdc k interakci G s membranou disku ty¢inky a receptorovym proteinem
rhodopsinem, ktery patfi mezi receptory sprazené s G-proteiny (GPCRs, z angl. G-protein
coupled receptors) [2]. Je mozné, Ze pravé pozitivné nabité regiony p-listi 1 a 2
podjednotky G jsou zodpovédné za interakci s membranou [81]. Pdc-CD je velmi
negativné nabitd, takZe mize napf. napodobovat zaporny potencidl membrany, takze miize
S membranou soutézit o vazbu na Gy, nebo mize byt zdporny ndboj zodpovédny za
odtazeni Gify od membrany do cytosolu diky elektrostatickym repulzim S membranou
disku. Pdc-CD ma 19 zapornych naboju na rozdil od Pdc-ND, ktera ma pouhé 3 zaporné
naboje. Vazba Pdc-CD k G neovliviiuje vazbu Gia. K interakcim Gy s Pdc-CD dochazi
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konkrétn¢ u aminokyselinovych zbytkd Pde-CD K193, E196 — 1199, N200, E223 — G226
a E229 — R230. Pdc-CD pokryje na Gy celkem 800 AZ. Spolu s Pdc-ND pokryji 2300 A?
povrchu Gy, coz je vétsi povrch, nez na Gy pokryva G (1600 A?). V komplexu
Pdc/Gfy je i vice iontovych a hydrofobnich interakci, nez v trimernim transducinu Giafy,
¢emuz odpovida i nizsi disociacni konstanta 17 — 110 nM, oproti 150 nM v transducinu.
Samotna Pdc-ND je schopna interagovat s Gy, ale neni jej schopna odloudit od
membrany. Za to je zodpovédnad pravé Pdc-CD [2]. Ta ovSem sama o sob¢ také neni
schopna odloucit Gify od membrany a potiebuje k tomu Pdc-ND [82]. S G5 interaguje
Pdc-ND v mistech (11 aminokyselinovych zbytkt v Pdc), kde se do G vaze Gia.. Dochazi
tedy ke kryti vazebych mist pro Ga, coz vede k zabranéni reasociace Gia S Giffy. Déle bylo
dokéazano, Ze Pdc-ND se vaze s Gyff s 2x vétsi afinitou, nez Pdc-CD. Tento vysledek by
mohl naznacovat, ze funkce Pdc-ND a Pdc-CD jsou na sobé& nezavislé [36, 83, 84]. G
konkrétn¢ interaguje s aminokyselinovymi zbytky obsazenymi v Pdc-ND A23 - F32, R67
—M72, Y77, E85, R94, M98, M101 — H102, L105. A23 — F32 se nachazi v helixu H1, Y77
je soucasti helixu H2, M98, M101 — H102 jsou soucésti helixu H3. Mista na G
interagujici s H3 interaguji i S Gia. Je tedy patrné, Ze helix H2 (aminokyseliny V74 — H81),
ktery je v blizkosti fosforylaéniho mista S73, se vazby pfiliS neucastni. Stejné tak
peptidovy tsek mezi aminokyselinami K33 a E66, ktery obsahuje druhé fosforylacni misto
S54 (viz Obr. 2.5, str. 24) [2]. Bylo dokazano, ze S54 i S73 mohou byt fosforylovany
pomoci CAMP-dependentni proteinkinasy A (PKA), ovSem fosforylace pomoci
Ca?*/kalmodulin-dependentni proteinkinasy II (CaMKII) je 100x u&inngj§i a mnohem
rychlejsi, nez pomoci PKA. Navic dochéazi ke 100 vyssi inhibici vazby mezi Pdc a Gify,
nez v piipad¢ fosforylace pomoci PKA [72, 85]. Skupina Gaudetové v roce 1999 ukazala,
ze Gy tvori komplex i s fosforylovanym Pdc na S73, ktery byl fosforylovan pomoci PKA.
Zjistili také, ze po fosforylaci tohoto serinu dochazi ke strukturni zméné dvaceti residui,
véetné S73, zusporddaného do neuspotadaného stavu. Podafilo se jim ziskat krystal
komplexu s rozlisenim 3 A. Disociaéni konstanta tohoto komplexu je oviem vyssi (Kg ~
150 uM) ve srovnani s nefosforylovanym Pdc. V krystalu se jim nepodatilo zobrazit region
obsahujici aminokyselinové zbytky 67 — 86, coz je zpusobeno pravdépodobné vyssi
neusporadanosti tohoto regionu, jak bylo naznafeno vyse. Fosforylaci zaniknou vodikové
vazby a polarni a hydrofobni interakce vySe zminénych dvaceti aminokyselinovych
residui, coZ ma za nasledek zménu jejich struktury. Diilezitymi aminokyselinami hrajicimi

roli ve vazbé jsou Q75 a E76 obsazené v helixu H2. Fosforylace S73 déle vede ke ztraté
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350 A? z celkovych 2300 A? vazebného povrchu. Snizi se tim také schopnost kompetice
Pdc s G 0 vazbu na Gfy. Struktura komplexu se jinak ve srovnani s nefosforylovanou
formou Pdc nezmeénila, z ¢ehoz vyplyva i fakt, ze fosforylace S73 neovliviiuje strukturu
Pdc-CD, tedy vazba Gy k membrané neni piimo ovlivnéna fosforylaci, ale pouze
snizenim stability komplexu Pdc/Gyfy v Pdc-ND [77]. Fakt, ze Gify vaze fosforylovany
Pdc na S73 byl pozorovan jiz dtive [86, 87]. Skupina Loewa ziskala v roce 1998 strukturu
krystalového komplexu Pdc/Gyy (oba hovézi) srozlisenim 2,8 A. Jejich dileZitym
zjisténim bylo, Ze vazba Pdc zplsobuje strukturni zmény v f-soudku Gy, konkrétné dojde
k otevieni malé kavity mezi listy 6 a 7. Pfi vazbé hraje dulezitou roli Trp29 obsazeny
v Pdc-ND. Pro Gy urdili dva stavy: 1) R-stav (volny, z angl. relaxed). Tento stav
odpovida struktuie Gy, ktera je volna, nebo vazana jako heterotrimer s podjednotkou Gia.
V R-stavu je okolnimu prostiedi vystavena farnesylova hydrofobni kotva Gy podjednotky,
kterou se Gy vaze do membrany disku tyCinky. 2) T-stav (napnuty, z angl. tense). Tento
stav odpovida struktufe Gfy, kterd je vazana s Pdc. Farnesylovd hydrofobni kotva Gy
podjednotky je zanofena do kavity vytvoiené p-listy 6 a 7 p-soudku G5 podjednotky.
Takto ukryta farnesylova kotva se nemiize vazat do membrany disku. Sekvence Pdc-ND
nevytvaii hydrofobni jadro a hydrofobni oblasti amfipatickych a-helixtt H2 (174 — 180)
a H3 (E87 — L105) obsazenych v Pdc-ND jsou zapojeny do vazby s Gify, coz si mirné
odporuje se strukturou ziskanou skupinou Gaudetové. Mimné rozdily v pozicich
aminokyselinovych zbytkll Pdc interagujicich s Gify jsou vidét, porovname-li Obr. 2.5 na
str. 24, ktery zobrazuje vysledky skupiny Gaudetové, a Obr. 2.6 na str. 24, ktery zobrazuje
vysledky skupiny Loewa [78]. Pozdé&ji bylo vypocty ovéieno, ze farnesylova kotva hraje
stabiliza¢ni roli komplexu Pdc/Gfy [88].

Jak jiz bylo feCeno vyse, pii vazbé Pdc s Gify hraje roli Trp29 nachazejici se
v Helixu HI1, ktery se dale podili na stabilit¢ Pdc-ND. Trp29 mozna vytvaii malé
hydrofobni jadro, které umoziuje vazbu s Gy skrz sit’ vodikovych vazeb a van der
Waalsovych kontakta [2, 78]. Trp29 je funkéné dulezity, protoze pravdépodobné plni
inhibi¢ni funkci fosfolipasy C isoformy f,. Stejna skupina i ukazala, ze samotna Pdc-ND je
na rozdil od Pdc-CD schopna vazat Gy [89].

Jelikoz je Ser54 i Ser73 odvracen od Gf, jsou tyto dvé fosforylaéni mista piistupna
kinasam i fosfatasam. Je tedy mozné, Ze i v komplexu Pdc/Gy muze byt Pdc
fosforylovan. Pokud je Pdc fosforylovan v misté Ser73, ma Gia snadnéjsi ptistup ke Gif
[90].
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Sekundarni struktura

Krysi MEEAASQSLEZEDFEGQATHTGPKWIMGKLESEDGbSlPPSKKEIERQMSSPQSRBD 61
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Obr. 2.5 Aminokyselinova sekvence krysiho (Rattus Norvegicus) a hoveziho (Bos Taurus) Pdc
S vyznacenymi misty, kde je Pdc v kontaktu s Gy (modrd). Horni panel zobrazuje sekunddrni
strukturu Pdc tak, jak se nachdzi vkomplexu s Gfy (tmaveé zelend). Tecky v sekunddrni
strukture odpovidaji castem proteinu se spornou elektronovou hustotou. Cervené sipky ukazuji
pozice fosforylacnich mist Ser54 a Ser73. Svétle zelend Sipka ukazuje pozici Trp29.
SWISSPROT ciselna oznaceni proteinii jSou seshora P20942 a P19632. Prevzato a upraveno

z[2].
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Obr. 2.6 Aminokyselinova sekvence hoveziho (Bos Taurus) Pdc s vyznacenymi misty, kde je Pdc
v kontaktu s G (modra). Sekunddrni struktura Pdc tak, jak se nachdzi v komplexu s Gy je
naznacena zelenymi liniemi. Aminokyselinové zbytky, které nejsou vyznaceny tucné, jsou
pozoroviny s nizkou elektronovou hustotou. Cervené je oznacno fosforylacni misto Ser73.
Prevzato a upraveno z [78].

Skupina Gaudetové vroce 1999 studovala i samotny Pdc v roztoku pomoci
jednodimenzionalnich (1D) protonovych NMR spekter a pomoci cirkularniho dichroismu
(CD). V této studii ukazali, Zze Pdc je Caste¢né nesbaleny protein, coz potvrdily i nase
studie, kterymi se zabyvam v kapitole 5. Pdc-ND obsahuje 105 residui, ktera jsou vysoce
hydrofilni, takze nedochazi k jejich samovolnému sbaleni v roztoku [2, 77].

Phosducin je 28kDa protein, ovSem na gelu elektroforézy v redukénim prostiedi
(SDS-PAGE) se projevuje jako 33kDa protein. Je to pravdépodobné zptisobeno velkou
kyselosti proteinu, tedy vysokym obsahem kyseliny glutamové a asparagové. DalSim
divodem muze byt vysoky obsah aminokyselinovych zbytka obsahujicich siru (5% cystein,
7x metionin) [40, 42, 65, 91]. Dal§im zajimavym jevem pozorovanym u fosforylovaného
Pdc (fosforylovana obé mista — Ser54, Ser73) je tvorba dubletovych pruht na gelu po
SDS-PAGE. Tento jev pozorovala skupina Thulina [72] a byl pozorovan i nami. Pokud
jsme na gel aplikovali pouze fosforylovanou Pdc-ND, ukéazal se multiplet pruhti nad sebou.
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Tento jev byl nami pozorovan pokazdé a multiplet sméfoval smérem k vys$§im hodnotdm
molekulové hmotnosti, coz vyvraci moznou domnénku, Ze protein byl degradovan
a proteolyticky Stépen (nepublikovana data). Roli zde pravdépodobné hraji fosfatové

skupiny navazané v molekule Pdc.

2.3.3 Funkce Pdc

Z kapitoly 2.3.2 je patrné, ze Pdc vaze Gify heterodimerni podjednotku transducinu.
Bylo zjisténo, ze Pdc muize interagovat s riznymi druhy gy podjednotek G-proteind [71,
92] a obecné s riznymi subtypy G-proteini (Gs, Gi, Go apod.) [53, 92, 93]. Z tohoto
pohledu Ize Pdc povazovat za regulator G-proteinové signalizace. U mysi bylo prokazano,
ze Pdc se vyviji v téle spole¢né s Giff o tyden diiv, nez se vyvine G, pficemz G se
v Sisince vyviji jesté diive, nez Pdc [94, 95]. Exprese Pdc u mysi za¢ina 6 dni po porodu
a na béznou uroven vzroste 18. den po porodu [96]. Nejvice prozkoumanou oblasti, kde
Pdc vaze Gify jsou ty€inky oc¢ni sitnice, ovSem i zde neni doposud zcela jasné, jakou
ptesné roli zde Pdc hraje. Jednou z navrhovanych roli Pdc ukazala skupina Willardsona
[85, 97]. Podle jejich posledniho navrhu Pdc po vnéjsim svételném impulzu vaze Gy,
kterd vznikne rozpadem heterotrimerniho transducinu. Tento proces tvorby komplexu
Pdc/Gify nastava ve vnéjsim segmentu ty¢inek (ROS) a je dusledkem snizeni cytosolické
koncentrace Ca?* a cAMP. Pdc dale napomaha translokaci Gy do vnitiniho segmentu
ty¢inek (RIS) a také do synapsi. Do RIS také nezavisle na Pdc/Gfy putuje podjednotka
Gia. Ve tmou adaptované sitnici dochazi ke zvySeni cytosolické koncentrace Ca®*" a cAMP,
¢imz se aktivuji kinasy PKA a CaMKIl, které fosforyluji Pdc v mistech Ser54 a Ser73.
Fosforylace oslabi vazbu Pdc s Gy, fosforylovany Pdc (Pdc-PP) je vazan proteinem
14-3-3, ktery se nachazi v RIS, a Gy se v RIS véaze s Gia a spolecné jako heterotrimer
Giafly se vraci do ROS k membrané disku ty€inky. V ROS, RIS i synapsich se zaroven
nachazi i volny Pdc fosforylovany na Ser73 (Pdc-P73). Giafly je vazan do membrany disku
Vv blizkosti fotoreceptoru rhodopsinu a je piipraven k pienosu dal$iho svételného impulzu.
Pokud ten nastane, Pdc je defosforylovan pomoci dvou fosfatas — PP1 a PP2A a cyklus se
opakuje [97, 98]. Ve skutecnosti neni zcela jasné, zda dochazi k translokaci Pdc v ramci
ty¢inky, nebo zda je Pdc obsazen po celé jeji délce a pouze napomaha presunu Gfy, ale
z poslednich studii vyplyva, Ze spise dochazi pfedevsim k presunu Gify [73, 75, 99]. Bylo
dokézano, Ze k masivni defosforylaci obou mist dochazi jiz za podminek tlumeného svétla,

ovSem dlouhodobé vystaveni mysi sitnice mirnému svétlu vedlo k fosforylaci Ser71 (mysi
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forma, analogicka Ser73 hovézi a krysi formy) na Pdc v ROS. Ve tmou adaptované sitnici
se Pdc fosforylovany v mist¢ Ser54 (Pdc-Pss) nachazel hlavné v horni ¢asti RIS (tzv.
elipsoid) a v ROS, zatimco Pdc-P7; se nachazel po celé délce tyCinky. Tyto vysledky
naznacuji, Ze obé fosforylaéni mista mohou hrat rozdilnou roli [73]. Stejna skupina také
ukézala, ze uroven fosforylace Pdc je zavisla na intenzité svétla. Pii zateni 0,08 lux stale
vzrustala fosforylace Ser54 i 71. Toto osvétleni nestacilo ke spusténi defosforylace. Pfi
ozareni o hodnot¢ 0,8 lux doslo k defosforylaci obou mist o vice, nez 80 %. Pii osvétlenich
8, 10° a 10* lux doslo k defosforylaci Ser54, ovSem pii osvétleni 10* lux vzrostla urover
fosforylace na Ser71 a zaroven byla fosforylovana dal$i mista na Pdc. Dale zjistili, Ze
fosforylace Pdc je dvoufiazovy proces, kdy ve tmou adaptované sitnici je rychlost
fosforylace Ser54 0,44 + 0,04 s, coz odpovida poloasu premény ty, ~ 57 s, a rychlost
fosforylace Ser71 je 0,72 + 0,13 s, coz odpovida pologasu pfemény ti, ~ 94 s. Kompletni
fosforylaci Pdc pozorovali po 20 minutach vystaveni oka tmé. Zjistili také, ze k fosforylaci
Ser71 dochazi pii soucasné translokaci Gia z RIS do ROS. Defosforylace také zavisela na
délce vystaveni oka svétlu. Pokus vypadal nasledovné: Ve tmé adaptované mysSi byly
vystaveny zafeni o hodnoté 8 lux po dobu 10 az 0 min. a byly usmrceny. Po 1 minuté
vystaveni oka svétlu pozorovali defosforylaci Ser54 i 71 o 50 %. Pokud ovSem zkoumali
sitnice mysi, které byly zabity po 10 minutach ve svétle, pozorovali 97% defosforylaci
Ser54 a 90% defosforylaci Ser71. Po dlouhodobé noéni adaptaci sitnice pozorovali 4 — 10
% Pdc-Ps4 a ~ 40 % Pdc-P7;. Jejich kone¢ny model 1ze tedy popsat takto: Ve tmé je
molarni pomér Pdc:Pdc-PP = 1:1, diky stejné rychlosti aktivity kinasy a fosfatasy.
Fotoreceptor rhodopsin neni fosforylovan. Za bézného denniho svétla dojde k uzavieni
iontovych kanalli véazajicich cAMP a cGMP. Toto uzavfeni iontovych kanall vede ke
snizeni koncentrace Ca’" v bufice, ¢imZ se snizi funkce CaMKII. Rovnovéha se tedy
posune k nefosforylované form¢ Pdc za soucasné aktivity fosfatasy. Rhodopsin stale neni
fosforylovan, ale je aktivovan. V prostiedi velmi silného svétla dochazi k fosforylaci
rhodopsinu, coz vede k inhibici defosforylace Pdc-PP, jelikoz fosfatasy soutéZzi o misto
defosforylace (bud’ fosforylovany rhodopsin, nebo Pdc-PP), a tato inhibice defosforylace
Pdc-P7; vede k nové rovnovaze, kde prevazuje forma Pdc-P7; nad Pdc. Mezi cytoplasmou
a membranou dochazi k putovani fosfatasy [73]. Kinetiku fosforylace a defosforylace Pdc
zkoumaly i jiné skupiny. Jedna z nich zjistila, ze za tmy byl Ser54 fosforylovan na 70 %
s polocasem t; ~ 90 min. a Ser73 na 50 % s polo¢asem ty; ~ 3 min., coz jsou velmi

rozdilné hodnoty oproti predeslé skupiné Songa. Za svétla doslo k defosforylaci Ser54 na
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20 % pomoci PP2A s polo¢asem tj; ~ 2 min. a Ser73 na mén¢, nez 20 % pomoci PP1
s polo¢asem t;, ~ 9 min. Kinetika fosforylace a defosforylace Pdc muze souviset
s kinetikou vazby proteinu 14-3-3. Stejna skupina ukazala, ze CaMKII neni zapojena do
fosforylace Ser73 in vivo, coz vyvraci vSechny piedchozi studie, kde byla zkouméana
fosforylace in vitro [85] i studii skupiny Thulina, kde byla fosforylace zkoumana
V sitnicovém extraktu [72]. Jind skupina tvrdi, Ze hovézi Pdc inhibuje svételné-zavislou
fosforylaci rhodopsinu pomoci kinasy GRK2. Aktivita PKA (fosforyluje v Pdc-ND)
a GRK2 (fosforyluje v Pdc-CD) se in vitro neovlivituji a mohou tak byt nezavislymi
modulatory [67]. Z vySe uvedenych vysledki 1ze vidét, Ze rizné skupiny dosahuji riznych
vysledkt, ovSem tyto vysledky by se daly shrnout tak, Zze Pdc je protein, ktery se podili na
dlouhodobé¢ adaptaci tyCinek na svétlo a tmu a jeho aktivita souvisi s bunéénou koncentraci
Ca’*, cAMP a cGMP.

Dale hraje Pdc roli v prodluzovani a zkracovani fotoreceptorovych bunék ryb
v zavislosti na vnéj$im osvétleni. Prodlouzeni RIS-ROS vyzaduje defosforylaci Pdc
pomoci PP1 za svétla a pomoci PP2A za tmy. Vysledky tohoto vyzkumu lze shrnou
nasledovné: Za tmy dochazi k fosforylaci Pdc (Pdc-PP) pomoci PKA a tim dojde ke
zkraceni RIS-ROS. Zaroven dochazi k defosforylaci pomoci PP2A, ovSem velké mnozstvi
Pdc ztstava fosforylovano. Toto vede k prodlouzeni RIS-ROS. Za svétla je Pdc-PP
masivné defosforylovan pomoci PP1, coz vede k prodlouzeni RIS-ROS. Zaroveit dochézi
k fosforylaci Pdc pomoci PKA a naslednému zkraceni RIS-ROS [66].

Dalsi role Pdc by mohla byt aktivace transkripce nékterych genti u kvasinek i savcei,
nebo jeho podil na aktivaci ¢i deaktivaci. Zhuova a Craftova zjistily, ze ¢ast Pdc (sekvence
187 — 246 nachazejici se v Pdc-CD) interaguje in vitro i in vivo piimo s N-koncem
(sekvence 1 - 178) proteinu CRX (viz kapitola 2.3.4). Ten slouzi jako aktivator transkripce
nékterych genl potfebnych pro expresi n¢kolika proteinti obsazenych v sitnici oka [100,
101]. Vazba c¢asti Pdc-CD na CRX pravdépodobné inhibuje transaktivaéni aktivitu CRX.
Inhibice aktivity CRX pak zalezi na molarnim poméru Pdc:CRX v buiice. Tvrdi ale, ze Pdc
pfimo neovliviiuje vazbu CRX s DNA. Zhuové a Craftova také tvrdi, Ze sekvence 207 —
246 Pdc mlze sama aktivovat transkripci, kdyZ je vdzana s DNA vazebnou doménou. Tato
sekvence obsahuje kyselé aminokyselinové zbytky podobné, jako jsou obsaZzeny u jinych
aktivatorti transkripce. Pfi vazb&é Pdc s CRX nevadilo, ze byl Pdc vazan v komplexu
Pdc/Gyy [68,69]. Z tohoto pohledu by se tedy dalo shrnout, ze Pdc by mohl fungovat jako

regulator transkripce, coz naznacuji i vysledky skupiny Chena [75].
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Nékteré studie tvrdi, ze Pdc se podili na regulaci mnozstvi transducinu v bunce.
U mysi, které mély vypnuty gen pro Pdc (Pdc'/') pozorovali niz$i mnozstvi transducinu
Vv ty¢inkach a zaroven dochézelo k jeho nespravné lokalizaci za podminek svétla a tmy.
Pdc by se tedy mohl podilet nejen na expresi transducinu, ale také na jeho lokalizaci, jak uz
bylo naznaceno diive [99, 102]. Belcastro a kol. také tvrdi, ze fosforylovany Pdc by mohl
urychlovat navrat transducinu Gt z RIS do ROS [99]. Tato myslenka podporuje vysledky
skupiny Sokolova, které naznacuji, ze Pdc napomaha pohyblivosti G vV ramci ty¢inky [74].
Zhuova a Craftova provade€ly také pokusy s proteiny, které jsou fosducinu podobné — tzv.
phosducin-like orphan proteiny (PhLOP). Konkrétné u proteinu PhLOP1 chybi ve srovnani
s Pdc 53 N-terminalnich aminokyselinovych zbytkd. PhLOP1 protein byl nalezen spise
Vv jadfe, zatimco Pdc v cytoplasmé. Z tohoto by se dalo usuzovat, ze N-konec Pdc hraje roli
Vv lokalizaci Pdc do cytoplasmy a je mozné, ze to souvisi s vazbou na Gy [68, 69].
Nékteré studie naznacuji, Zze Pdc by mohl chranit Gy pied ubiquitinaci a degradaci, jak
ukazuji pokusy provedené in vitro [85, 103]. To vyvratila skupina Chena, ktera provadéla
pokusy in situ a tvrdi, ze fosducinu je ve srovnani s transducinem v buiice velmi malé
mnozstvi, takze neni mozné, aby vtak malém mnoZstvi mohl ochranit Gy pied
ubiquitinaci, degradaci, ¢i sumoylaci [75].

K aktivaci a vnofeni né€kterych GPCRs do membrany disku je potiebna jejich
fosforylace pomoci G-protein receptorové kinasy 2 a 3 (GRK2, GRK3). Tato aktivace
muze prob&éhnout pouze v piitomnosti Gify, ktery ale mtize byt blokovan fosducinem [54,
55, 104]. Zde tedy muze Pdc také sehravat svou roli.

Pdc je spojovan i s vyssi aktivitou adenylylcyklasy v ¢ichovych fasinkach savci.
Bylo zji§téno, ze V pfitomnosti fosforylovaného Pdc se zvysila koncentrace cAMP
Vv fasince [54, 55]. Tento proces je také spojeny s G-proteiny a mize byt nasledkem dalsi
funkce Pdc, a to snizeni GTPasové aktivity podjednotky Gia, pravdépodobné inhibici
uvolnéni GDP z G-proteinu. Pfi nizkych koncentracich Pdc se Pdc vazal s Gify, pti vyssich
koncentracich pak dochéazelo k inhibici GTPasové aktivity na G [53, 104, 105]. Také
bylo zjisténo, Ze Pdc ucinné zpomaluje proces internalizace opioidnich receptort
spojenych s G-proteiny [106, 107].

Fosducin se také miize podilet na rozvoji zanétu sitnice, jako dusledek autoimunitni
odpovédi, jak bylo ukazano u krys [108] a pst [109].

Jako jeden z dalsich kandidatd skupiny G-proteint, které interaguji s Pdc, byly
G-proteiny podskupiny G;, do které patii G-proteiny spojené s metabotropnim
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glutamatovym receptorem skupiny III [110]. Tento receptor hraje roli zpétnovazebného
modulatoru uvolnovani glutamatu v neuronech a vaze glutamat. Po vazbé glutamatu
spousti G-proteinovou kaskadu pienosu signalu. Podskupina G; funguje jako negativni
regulator adenylylcyklasy. Zde je na misté zminit, Ze Pdc interaguje s proteinem 14-3-3,

jak bylo zjisténo skupinou Nakana v roce 2001, a oba proteiny byly nalezeny v synapsich
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zapiicini vyssi uvolilovani neurotransmiteru glutamatu. Ten by se vazal do glutamatového
receptoru a spustil by tak diky G;j proteinu signalni kaskadu, ovSem Pdc diky vazbé s Gify
snizi moznost ptenosu signalu. D4 se tedy obecné fici, Zze je mozné, ze Pdc spole¢né se
14-3-3 ovliviuji pfenos nervového signalu v synapsich, spojené¢ho s neurotransmiterem
glutamatem [71, 72].

Dal$im neddvnym zjisténim byl fakt, Ze Pdc hraje roli v regulaci krevniho tlaku.
Skupina Beetzové v roce 2009 vySetfovala mysi s vypnutym genem pro Pdc (Pdc™). Ty
vykazovaly vyssi krevni tlak v odpovédi na pooperacni stres. Dale pozorovali zvySenou
fluktuaci katecholaminli v perifernim sympatiku. Bylo dokézdno, Ze Pdc se nachazi
i v gangliich sympatiku. V ostatnich ohledech mysi vypadaly normalng, jen s tim rozdilem,
Ze v jejich sitnici nebyl logicky nalezen Pdc. U dvou populaci lidi (Francouzsko-Kanadska
- FK, Afro-Americka - AA) odhalili nékolik jednonukleotidovych polymorfismi (SNP,
z angl. Single-Nucleotide Polymorphism) v genu pro Pdc. Konkrétn€, pokud byla v jednom
misté vyménéna alela G misto alely A, dochazelo u téchto lidi ke zvySeni krevniho tlaku
0 12 — 15 mm rtut'ového sloupce ve srovnani s lidmi, ktefi méli alelu A. Presna pfiina se
ovSem nevi. Spekuluje se o tom, ze kardiovaskularni funkce jsou spojeny s G-proteiny
a jejich regulatory a Pdc, jakoZto regulator G-proteinové signalizace, mohl by i zde hrat
svou roli. Vyssi tlak by také mohl souviset s vyssi aktivitou sympatiku, ktera je zptisobena
rychlejsi repolarizaci nervii, diky vétsi koncentraci K™ ionti, ktera byla pozorovana u mysi
Pdc”. Pfi zkoumani heterozygotnich mysi (Pdc+/'), kterym chybéla pouze jedna kopie genu
pro Pdc, bylo zjisténo, Ze mnozstvi fosducinové mRNA se snizilo o ~ 51 % a exprese Pdc
V sitnici se snizila pouze 0 ~ 12 %, ve srovnani s Pdc WT (divoky typ, z angl. wild type),
tedy Pdc™*. U mysi Pdc” byl zvysen jak systolicky, tak diastolicky krevni tlak, byla
ovlivnéna stazitelnost levé srde¢ni komory, ovSem nedoSlo ke zméné srde¢niho tepu, ani
ke zméné morfologie srdce u mysi starych 1,5 — 2 mésice. Nezménila se ani struktura cév
u stejné starych mysi, ve srovnani s mySmi Pdc WT, coz nasvédcuje faktu, ze zvyseni tlaku

krve neni zplisobeno zuzenim cév ani zménou jejich elasticity. Vysledné zvyseni tlaku
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U téchto mysi ovSem v pozdéjsim veéku (stars$i nez 4 mésice) vedlo Kk funkénim
a strukturnim zméndm v cévach a hypertofii srdeCnich komor. Dale mysi vystavili stresu
operaci, anebo prenesenim do nového prostiedi. V obou pfipadech dosSlo ke zvySeni
predevsim systolického krevniho tlaku a to jak v pfipadé homozygoti (Pdc'/‘), tak
Vv pfipadé heterozygoti (Pdc™"). PFi zkoumani aktivity sympatiku zjistili, ze u Pdc” mysi
byla v krvi nalezena 3,4x vyssi koncentrace katecholaminu noradrenalinu, nez u Pdc*”*
mysi. Koncentrace adrenalinu byla srovnatelna. Vyssi vylu¢ovani noradrenalinu pozorovali
pouze V noci, ne za dne. Pfitomnost Pdc tedy u mysi snizuje koncentraci noradrenalinu
béhem spanku. Zjistili také, ze primér zornice oka mysi byl za riznych svételnych
podminek vzdy vétsi v piipadé Pdc™ mysi, nez v pripads Pde™* mysi. Spekuluji ovem nad
moznosti, ze pouze Pdc exprimovany v synaptickych gangliich periferniho nervového
systému, se podili na regulaci krevniho tlaku, ne Pdc exprimovany v $iSince, ¢i sitnici oka.
U zkoumanych lidi, jejichz gen pro Pdc obsahoval SNPs (rs12402521), vystavenych stresu
(test z matematiky, postaveni se z pozice lezmo) také vzrostl krevni tlak a to pfedevs§im
systolicky krevni tlak, ve srovnani se zdravymi jedinci. Jejich vysledky tedy naznacuji, Ze
Pdc neovliviiuje zékladni klidovy tlak krve, ovS§em Pdc omezuje vliv aktivace sympatiku
na tlak krve [56]. Stresem indukovana hypertense je pravdépodobné fizena symaptickym
nervovym systémem (konkrétn€ jeho zvysSenou aktivitou) a opakované vystaveni stresu tak
muze u lidi a zvitat, ktefi jsou heterozygoti nebo homozygoti se Spatnou alelou pro Pdc,
vést ke zvySeni tlaku krve, pfedev§im tlaku systolického, tedy toho, ktery je méfen pfi
stazeni srde¢niho svalu. Pdc se tak mize stat dobrym cilem pro farmaceuticky vyvoj 1é¢iv.
Vysledky Beetzové a kol. dale potvrdila i studie Ritze a Rumpa [111] a dale skupiny
Saxenové a Butona, ktera studovala geny u Skandinavcu s vyskytem diabetu typu 2 [112]
a britskych Kavkazant [113]. S podobnym vysledkem pfisla i skupina Palatiniho, ktera
studovala vliv dvou SNPs (rs12402521 a rs6672836) v genu pro Pdc na zvyseni tlaku krve
u obéznich a neobéznich lidi. Na rozdil od Beetzové ukézali, Ze obézni nositelé A alely
maji 1,28% vyssi riziko vyvoje hypertense, neZ u nosi¢l G alel. Zkoumali homozygoty
G/G, A/A a heterozygoty A/G a G/A, pticemz nositeli A alely byly piedevs§im zeny. Jejich
vysledky naznacuji, Ze na vyvoj hypertense ma vliv nejen genetickd vybava ¢loveéka, ale
také BMI (z angl. Body Mass Index). U téchto jedinct hral v hypertensi roli SNP
rs12402521. Zvyseni krevniho tlaku opét spojovali se zvySenou aktivitou sympatiku [114].

Skupina Herrmanna studovala v roce 2010 odpovédi ON-bipolarnich bunék na

svételny signal u Pdc” mys$i adaptovanych ve tm¢. Zjistili, ze tyto odpovédi jsou ve
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srovnani s Pdc WT myS$mi niz$i. Skupina dosla k zavéru, ze hlavni regulacni slozka, ktera
je zodpovédna za nastaveni citlivosti pfenosu signalu mezi fotoreceptory a ON-bipolarnimi
buiikami je obsazena ve fotoreceptorech a Pdc se zasadné podili na molekuldrnim
mechanismu [115]. Podle Krispelové ze stejné skupiny Pdc pravdépodobné nepiispiva
k mechanismiim adaptace ROS kontrolou dostupnosti heterotrimeru transducinu, ale je
spiSe nezbytny k udrzeni normalniho mnozstvi transducinu, potfebného k bézné citlivosti
ty¢inek [102]. Skupina Longa méfila svételné¢ evokované elektrické signaly u synapsi
tydinka-ty&inka bipolarnich bun&k (angl. rod-to-rod bipolar cell, RBC) u Pdc WT a Pdc™
my3i za svételnych i tmavych podminek. Reakce v podminkach tlumeného zéafeni u Pdc™
mysi byly velmi zpozdéné ve srovnani s Pdc WT mySmi [116]. Z vySe zminénych
vysledkt lze tedy konstatovat, Zze Pdc se podili na citlivosti bun€k obsazenych v sitnici a na

rychlosti pfenosu signélu skrz sitnici.

2.3.4 Regulace funkce Pdc v sitnici oka

Z ptedchozi kapitoly vyplyva, ze Pdc se pravdépodobné podili na mnoha procesech
spojenych s G-proteiny a moZna nejen na nich. JelikoZ je Pdc regula¢ni protein, i jeho
funkce musi byt regulovana. Regulace Pdc se d¢je pravdépodobné dvéma hlavnimi
zpusoby. Prvnim znich je jeho uprava v podobé posttranslaénich modifikaci (napf.
fosforylace a SUMOylace), druhym je vazba s vazebnymi partnery.

Thulin a kol. studovali detailn¢ fosforylaci Pdc in vitro i v ROS extraktu. Jejich
hlavnim vysledkem je, Ze Pdc miize byt fosforylovan celkem na péti serinech (Ser6, 36, 54,
73 a 106). Pro zeslabeni komplexu Pdc/Gify je dulezita fosforylace Ser73, fosforylace
Ser54 zabranila vazb&é Gify s membranou disku a fosforylace obou té€chto serinii byla
klicova v rozpadu komplexu Pdc/Gfy, pravdépodobné diky vazbé fosforylovaného Pdc
s proteinem 14-3-3 [72]. Tato vazba byla pozorovana v RIS, kde se protein 14-3-3 nachazi,
a ve tmou adaptované sitnici bylo nalezeno 5x vice tohoto komplexu, ve srovnani se sitnici
adaptovanou za svételnych podminek. Obecné vazebné motivy fosforylovanych partnert
proteinu 14-3-3 jsou: RSXS™XP, RX(Y/F)XS XP, kde X znagi libovolnou aminokyselinu
a S" zna¢i fosforylovany serin [117]. Aminokyselinové sekvence zahrnujici oba diilezité
seriny (Ser54 a Ser73) obsazené v hovézim a krysim Pdc jsou: RQSMSs5,SP, RKMS731Q.
Mnohé védecké skupiny ovéfily, Ze Pdc je fosforylovan pomoci PKA, a nékteré skupiny
ovetily, ze je fosforylovan i pomoci CaMKII [66, 71, 72, 73, 77, 85]. PKA by se m¢la

podilet pfedevSim na fosforylaci Ser73 a CaMKII na fosforylaci Ser54. Neni zcela jasné,
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zda je Pdc fosforylovan za podminek svétla, nebo tmy, ale bylo ovéfeno, ze defosforylace
Pdc se dé&je za podminek vystaveni oka svétlu [42, 66, 71, 72]. OvSem pii silném
dlouhodobé¢jsim osvétleni mize dochazet k fosforylaci Ser71 u mysi isoformy Pdc, jak
bylo zminéno diive [73]. Skupina Ruiz-Gomézové navic ukazala, Ze Pdc muze byt in vitro
fosforylovan i v Pdc-CD pusobenim GRK2 [67]. Bylo ukazano, ze Pdc je defosforylovan
pusobenim dvou fosfatas: PP1 a PP2A [86, 118]. Navic bylo ukazano, ze pro defosforylaci
fosforylovaného Pdc (Pdc-PP) je dilezitd B56¢ regulacni podjednotka heterotrimerni
PP2A. Fosforylovany Pdc je defosforylovan heterotrimerem PP2A, zatimco heterodimer
PP2A defosforyluje spise opsin receptoru rhodopsinu [118].

Bylo zjisténo, ze v sitnici oka se nachazi predev§im ¢ a ¢ isoforma proteinu 14-3-3
[119]. Bylo prokazano, Ze protein 14-3-3 vaze fosforylovany Pdc, pti¢emz pro vazbu jsou
kli¢ové fosforylace serinti 54 a 73 obsazenych v Pdc [71, 72, 120]. Vazba proteinu 14-3-3
brani vazbé Pdc s Gy podjednotkami G-proteinti. Tento proces muze vést k oslabeni
svételného signalu vedouciho k synapsim ty¢inek a ¢ipku [71, 72, 97], dale mize vazba
14-3-3 ovliviiovat uvoliiovani neurotransmiteru glutamatu v synapsich ty¢inek [71], dale se
spekuluje o moznostech, ze protein 14-3-3 chrani Pdc, nebo zpomaluje procesy na Pdc
spojené s jeho degradaci, defosforylaci [72] ¢i SUMOylaci. Protein 14-3-3 interaguje s Pdc
v mistech, kde se Pdc-ND vaze s Gf. Detailngjsi informace o této vazbe se lze dozveédeét ve
vysledcich této diserta¢ni prace (kapitola 5).

Za dal$iho vazebného partnera Pdc je povazovan protein SUG1. SUGI je proteinova
podjednotka 26S proteasomu o hmotnosti 45,6 kDa [121]. Dale byl SUG1 identifikovan
jako vnitini slozka komplexu RNA polymerasy Il, vazajici TATA-vazebny protein a také
jaderné receptory hormonti [122, 123]. 26S proteasom je multi-proteinovy komplex,
nalezeny v ocnich €ockach [124, 125], sitnicovych pigmentovych epitelidlnich buiikdch
[126] a ve fotoreceptorech sitnice [127]. SUGI je ¢lenem velké rodiny ATPas schopnych
hydrolyzy ATP [128] pojmenované AAA rodina (z angl. ATPases Associated with
a variety of cellular Activities) [121]. Tyto ATPasy obsahuji vysoce konzervovanou
sekvenci 200 aminokyselin a plni mnohé funkce [129, 130, 131]. Napii¢ Zivoc¢iSnymi
druhy existuje nékolik druhovych homologli SUGI, které se jen velmi malo lisi. Napf.
lidsky SUGI1 nazyvany p45 je identicky s hovézim, mySim a krysim SUGI1 [129, 132,
133]. Dale existuje 1 lidsky homolog nazyvany protein Tripl s 99,6% podobnosti ke
kvasinkovému SUG1 [134]. Predpokladana funkce SUGI1 spociva v regulaci

intracelularnich signdlnich drah skrz regulacni proteiny, nebo muze hrat roli v regulaci
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specifické transkripce kontrolou rychlosti degradace transkrip¢nich faktort [70, 135]. Dale
se také predpokldda jeho mozna funkce v cileném ptesunu proteini Pdc rodiny k jejich
degradaci [68]. SUG1 se prozatim jevi jako multifunkéni protein spojeny s riznymi
bunéénymi proteinovymi komplexy [129]. Je mozné, Ze se jedna o DNA helikasu [128,
136]. Skupina Makina [129] ukazala, ze SUG1 dokaze specificky interagovat s mMRNA
a hrat roli v jejim metabolismu. Zhuova a Craftova [70] ukazaly, Ze fosducin a proteiny
fosducinové rodiny interaguji se SUGI. Interakce se ucastni C-konec fosducinové rodiny.
Pokud je z C-konce Pdc a jeho homologi odstranéno 60 aminokyselin, k interakci se
SUG1 nedojde. Pravdépodobny proces, kterého se ucastni SUGI1, Pdc a CRX, byl navrzen
Zhuovou a Craftovou, jak je popsano nize [68].

Jak jiZ bylo naznaceno vyse, Pdc pravdépodobné interaguje 1 s proteinem CRX. CRX
(z angl. Cone-rod homeobox) je 32,4kDa proteinovy jaderny transkrip¢ni faktor specificky
pro o¢ni sitnici a §iSinku. Gen kodujici protein CRX je ¢lenem Otd/Otx homeobox genové
rodiny. U dospélych savcii je CRX exprimovan ve fotoreceptorech sitnice oka — ty¢inkach
i ¢ipcich — a také v bunkach §iSinky - pinealocytech [87, 101, 137]. V sitnici se CRX vaze
na specificky DNA vazebny motiv TAATCC/A, ktery je charakteristicky pro n¢kolik gent
koédujicich fotoreceptory a také geny pro opsin, IRBP, arrestin a dalsi [87, 101]. CRX dale
reguluje fotoreceptorovou diferenciaci [87, 101, 137]. Béhem cyklu svétlo-tma se mnozstvi
CRX-mRNA v sitnici pfili§ neméni. Regulace CRX v sitnici pravdépodobné probiha na
urovni posttranslaénich mechanismu. V SiSince je situace pon¢kud odlisnad. CRX zde vaze
a aktivuje regulacni element DNA TAATC/T, ktery se nachdzi v genu pro SiSinkovou
,nocni-specifickou ATPasu“ a dalSich genech kodujicich rychlost-limitujici enzymy pro
syntézu melatoninu [138]. MnozZstvi §iSinkové CRX-mRNA ovSem oproti sitnici vyrazné
osciluje béhem cyklu svétlo-tma [139]. CRX hraje roli v rozvoji rakoviny oc¢ni sitnice
a $iSinky [140] a mutace genu pro CRX vedou k mnohym nemocem sitnice, jako je napf.
autosomalni dystrofie tycCinek [141], Leberova vrozena slepota [142] a dal$i. Studie
ukézaly, Ze sitnicovy CRX je v butice situovan v zavislosti na osvétleni sitnice. Ve svétlem
adaptované sitnici se CRX nachézi spiSe v cytoplasmé fotoreceptorovych bunék, kdezto za
tmy byl CRX detekovén v jejich jadie. Celkové mnozstvi CRX zlstava v buiice za tmy
konstantni po dobu dvou hodin [68, 139]. Zhuova a Craftova dokazaly, ze CRX interaguje
ptimo in vitro i in vivo s Pdc a jeho homology, tzv. Pdc-like a Pdc-like orphan proteiny
[68]. Dale dokazaly, ze s N-koncem (aminokyselinové zbytky 1 az 178) CRX interaguje
C-koncova thioredoxinova doména Pdc (aminokyselinové zbytky 187 az 246). Vazba Pdc
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s Gyfy pravdépodobné nebrani interakci fosducinu s CRX. Na zdklad¢ svych vysledki
navrhly model procest probihajicich v sitnici oka a zahrnujicich Pdc, CRX a SUGI1. Tento
model naznacuje, Ze by mohlo dochazet k cytosolické interakci nefosforylovaného Pdc se
SUGI, ktery pienese Pdc do 26S proteasomu (v cytosolu, nebo v jadie). 26S proteasom
degraduje Pdc, pficemz jeho C-koncova doména zistane zachovana (nebo alespon jeji
vetsi peptidové fragmenty) a dale interaguje s jadernym CRX, ktery je takto aktivovan
a vaze se na promotor jednoho z DNA vazebnych motivt charakteristickych pro CRX [68].
Skupina Margulise ovSem ukazala, Zze cela molekula Pdc se muZe nachazet v buné¢ném
jadre, kde muze byt dokonce fosforylovana, ne jen Pdc-CD [120].

Skupina Klenka ukazala, ze dal$i mozZnosti regulace funkce Pdc je jeho
posttranslacni modifikace proteinem SUMO (z angl. Small Ubiquitin-related Modifier) a to
jak in vitro, tak in vivo v hovézich fotoreceptorovych burikach a bunkach srdce. Uvniti Pdc
byla identifikovana sekvence pro protein SUMO, kterd obsahuje lysin 33, ktery se nachazi
Vv blizkosti tryptofanu 29 v Pdc-ND. Jejich pokusy ukazaly, Ze pokud byl lysin 33
zmutovan na arginin 33 (K33R), Pdc K33R byl ve srovnani s Pdc WT méné stabilni, coZ
by mohlo souviset s jeho vyssi ubiquitinaci, tedy dalsi modifikaci proteinu Pdc. Z tohoto
pohledu by tedy SUMOylace mohla chranit Pdc pied proteasomalni degradaci. Dale
ukazali, ze SUMOylace snizuje u Pdc schopnost vazat Gify, coz by mohlo vést, podobné
jako v ptipadé proteinu 14-3-3, ke snizeni funkce Pdc blokovat svételny signal.
Ubiquitinace tedy vede k degradaci proteinu, ovsem SUMOylace proteinu muize vést
k regulaci jeho funkce, napf. zménou protein-proteinovych interakci a ovlivnénim
subcelularni lokalizace. SUMOylace muze vést i ke stabilizaci proteinu, pravé diky
antagonistické funkci k ubiquitinu. Protein SUMO je na Pdc vazan kovalentni vazbou
[143]. V nasi laboratoii jsme se pokouseli tuto posttransaléni modifikaci studovat, ovsem
nepodafilo se ndm za zadnych z pouzitych podminek Pdc SUMOylovat (nepublikovana
data).

Jednou z dalSich moznosti, jak by mohla byt neptimo ovlivnéna funkce Pdc, je vazba
proteinu G jinymi proteiny. Tato podjednotka interaguje napt. s proteinem RGS3, coz je
regulator G-proteinové signalizace, ktery urychluje na G podjednotce preménu GTP na
GDP [144, 145]. Nedavno bylo zjisténo, ze Gt by mohla interagovat s proteinem UNC119
a oddisociovat tak Gia podjednotku od podjednotky Gify. Navic vazba UNC119 brani
transducinu vézat se k membrané disku. Proteiny Pdc a UNCI119 by timto zplisobem

mohly spolupracovat a regulovat tak mnozstvi prenasené¢ho svételného signalu [146, 147].
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2.4 Proteiny 14-3-3

Strukturou, funkci a regulaci funkce proteinové rodiny 14-3-3 se podrobné zabyvam
ve své bakalarské i diplomové praci [1, 148], proto zde uvedu pouze zéakladni poznatky
S témito proteiny spojené.

Proteiny 14-3-3 jsou rodinou kyselych (pl ~ 4,7), vysoce konzervovanych proteinti
0 hmotnosti okolo 30 kDa. Proteiny 14-3-3 tvofi stabilni homo- nebo heterodimery [149,
150]. Nachazi se ve vSech eukaryotickych bunikach a to nejen v zivociSnych, ale
i rostlinnych a kvasinkovych [151, 152]. Savéi isoformy byly oznaceny S — n [153],
kvasni¢né isoformy se nazyvaji BMH1 a BMH2 [154]. V rostlinné fiSi bylo nalezeno
patnact isoforem [155]. Bylo objeveno vice nez 300 vazebnych partnert, které s proteiny
14-3-3 interaguji. Toto mnozstvi partner souvisi i S podilem 14-3-3 na mnohych
procesech v bunkach, napf. apoptose, transkripci, regulaci bunétného cyklu, rastu
a diferenciaci bun¢k, intracelularnim transportu, bunééné adhesi, strukturaci cytoskeletu
a dalsich [156 - 159]. Jejich podil byl také prokazan u vyvoje neurodegenerativnich
chorob, véetné Creutzfeldt-Jakobovy choroby [160 - 162], Alzheimerovy choroby [163],
Parkinsonovy choroby [164] a dalSich. Vazebni partnefi proteinti 14-3-3 jsou nejcastéji
fosforylované proteiny, obsahujici jeden nebo oba vazebné motivy: R(S/®)+S XP
a RX(S/®)+S'XP, kde S* zna¢i fosforylovany serin (nebo threonin), ® znamena
aromaticky aminokyselinovy zbytek, + oznacuje bazicky aminokyselinovy zbytek a X
jakykoli aminokyselinovy zbytek. Byl objeven i tfeti vazebny motiv S -X1.,-COOH, kde X
neni prolin [165, 166]. Vazebné motivy jsou upfesnovany a je jich vice, jak bylo
naznaCeno v kapitole 2.3.4, kde Yaffe a kol. ukazali mirné odlisné motivy [117]. Byl
vyroben i synteticky peptid R18 obsahujici sekvenci WLDLE, ktera se 14-3-3 reagovala
s vys§i afinitou, nez fosforylované proteiny [167, 168]. Castymi vazebnymi partnery
proteinti 14-3-3 jsou IDPs.

Monomer 14-3-3 sestava z deviti a-helixtt (H1-H9), jak je ukazano na Obr. 2.7 na
str. 36. Dimer pak tvofi Utvar ve tvaru misky. Uvnitf ,,misky” se nachazi amfifilni Zlabek
s konzervovanou sekvenci obou monomeri. Zlabek je Gasto mistem, kam se vaze vétsina
vazebnych partnert. Ve vngjSich oblastech dimeru jsou jiz sekvence v ramci isoforem vice
proménlivé [149, 150, 163]. Byly nalezeny proteiny, které interaguji i s vnéjsimi oblastmi
dimeru 14-3-3 [144, 145], v¢etné fosducinu [80].

Funkce proteinti 14-3-3 muze byt roz¢lenéna do tii zdkladnich mechanismii: 1) piima

zména konformace vazebného partnera [166, 169 - 171], 2) fyzické obklopeni sekvence,
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nebo strukturniho motivu vazebného partnera, nebo jeho zpfistupnéni [128, 172],
3) zprostiedkovani vazby mezi dvéma jinak neinteragujicimi partnery [173].

Proteiny 14-3-3 jsou regulovany na urovni posttranslaénich modifikaci, konkrétné
napf. jejich fosforylaci v mistech SerS8, Ser63, Ser184 a Ser/Thr232 [174 - 176]. Dalsi
regulace probihd na Urovni exprese genli 14-3-3 a vazbou ligandl, jakozto vazebnych

partnert.

A B

C-konec

N-konec

Obr. 2.7 Krystalova struktura dimeru proteinu 14-3-3(. Kazdy monomer je oznacen jinou barvou
(rizovd, respektive modrad). (A) Pohled zepiedu. Na obrazku jsou vyznaceny o-helixy (H1 —
H9) a N- a C-konec monomeru. Analogické znaceni by bylo i v pFipadé modrého monomeru.
(B) Pohled seshora. Prevzato z [165], PDB ID: 1QJA. Obrdazek byl vytvoren v programu
PyMol.

Porovnani sekvenci savéich isoforem proteinu 14-3-3 je zobrazeno na Obr. 2.8.

beta MTMDKSELVOKAKLAEQAERYDDMAAAMKAVTEQGHEL SNEERNLLSVAYKNVVGARRS SWRVIS STEQKTE - - RNEKKQOMGKEYREKTE
zeta - - MDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACHK SVTEQGAEL SNEERNLLSVAYKNVVGARRS SWRVVS S IEQKTE - -GAEKKQOMAREYREKTE
theta --MEKTELIQKAKLAEQAERYDDMATCMEAVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGGRRSANRYISS IEQKTD - ~T SDKKLOL IKDYREKVE
sigma ~~MERASLIQKAKLAEQAERY EDMAAFMKGAVEKGEELS CEERNLL SVAYKNVVGGQRAANRVLS S IEQK SNEEGSEEKGPEVREYREKVE
eta -~MGDREQLLQRARLAEQAERYDDMASAMKAVTELNE PLSNEDRNLL SVAYKNVVGARRS SWRVIS S IEQKTMADGNEKKLEKVKAYREKTE
gamma -MVDREQLVQKARLAEQAERYDDMAAAMKNVTELNE PLSNEERNLLSVAYKNVVGARRS SWRVISS IEQKTSADGNEKK I EMVRAYREKTE
epsilon -~MDDREDLVYQAKLAEQAERYDEMVE SMKKVAGMDVELTVEERNLLSVAYKNY I GARRASWRI 188 IEQKEENKGGEDKLKMIREYRQMVE
beta ABLOD ICNDVLELLDKY LI P- -NATQPESKVFY LKMKGDY FRYL SEVAS GDNKQTTVSNSQOAYORAFET SKKEMOPTHP IRLGLALNFSV
zeta TELRDICNDVLSLLEKFLIP-~NASQAESKVFYLKMKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQOAYQEAFET SKKEMQPTHP IRLGLALNF SV
theta SELRSICTTVLELLDKYLIA--NATNPESKVFYLKMKGDYFRYLAEVACGDDRKQT IDNSQGAYQRAFDI SKKEMOPTHP IRLGLALNF SV
sigma TELQGVCDTVLGLLD SHLIK- - EAGDAESRVFYLKMKGDYYRYLAEVATGDDKKRI IDSARSAYQEAMDI SKKEMPPTNPIRLGLALNFSV
eta KELETVCNDVLS LLDKFLI KNCNDFQYESKVFY LKMKGD Y YRYLAEVAS GEKKNSVVEASEAAYKEAFEL SKEQUMOPTHP IRLGLALNF SV
gamma KELEAVCQDVLSLLDONY LIKNCSETQYESKVEYLKMKGDYYRYLAEVATGEKRATVVE SSEKAYSEAHET SKEHMOPTHPTRLGLALNY SV
epsilon TELKLICCDILDVLDKHLIP--AANTGESKVEY YKMKGDYHRYLAEFATGNDRKEAAENS LVAYKAASDIAMTEL PPTHPIRLGLALNFSY
beta FYYEILNSPEKACS LAKTAFDEATAELDTINEE SYKDS TLINQLLRONLTLNT SENQGDEGDAGEGEN - - - = = = =
zeta FYYEILNSPEKACS LAKTAFDEATAELDTLSEES YKDSTLIMQLLRONLTLNT SDTQGDEAEAGEGGEN - -~ -~~~
theta FYYEILNNPELACTLAKTAFDEATAELDTINED SYKDSTLIMQLLRONLTLWT SDSAGEECDAAEGAEN - - - = ==~
sigma FHYEIANSPEEAISLAKTTFDEAMADLHTLS EDSYKDS TLIMOLLRONLTLNT ADNAGEEGGEAPQERPQS -~ - -~
eta FYYEIQNAPEQACLLAKQAFDDATAELDTLNED S YKDS TLIMOLLRDNLTLWT SDQQDEEAGEGN = = = = = = = = == =
gamma FYYEIQNAPEQACHLAKTAFDDATAELDTLNED S YKDS TLIMOLLRONLTLWT SDQQDDDGGEGNN - === === ===
epsilon FYYEILNSPDRACRLAKAAFDDATAELDTLS EESYKDS TLIMOLLRDNLTLWT SOMQGDGEEQNKEALQDVEDENQ

Obr. 2.8 Porovnani sekvenci lidskych isoforem proteinu 14-3-3. Stinovani vypovida o sekvencni
shodé jednotlivych isoforem [177].
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3 Cil prace

Hlavnim cilem této diserta¢ni prace je strukturné charakterizovat protein fosducin

(Pdc) a jeho komplex s proteinem 14-3-3 a na zaklad¢ ziskanych dat objasnit ulohu

proteinu 14-3-3 v regulaci funkce Pdc.

Dil¢i cile této prace jsou:

Biofyzikaln¢ charakterizovat N-termindlni a C-terminalni domény (Pdc-ND
a Pdc-CD) Pdc. Stanovit jejich vazebné afinity k proteinu 14-3-3¢AC.

Zmapovat konformaéni zmény molekuly Pdc vyvolané fosforylaci na Ser54 a Ser73.
Zmapovat vazebné rozhrani komplexu fosforylovaného fosducinu (Pdc-PP)
s proteinem 14-3-3¢AC.

Strukturné charakterizovat volny Pdc a jeho komplex s proteinem 14-3-3(AC.
Objasnit, zda vazba proteinu 14-3-3JAC ovliviuje kinetiku defosforylace fosducinu

in vitro.
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4 Material a metody

4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

e agar - Carl Roth GmbH, Némecko

e agarosa - Carl Roth GmbH, Némecko

e akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

e ampicilin - Sigma-Aldrich, USA

e ATP - Sigma-Aldrich, USA

e bézné chemikalie - Lachema a.s., Neratovice, Sigma-Aldrich, USA, Carl Roth GmbH, Némecko
e  bis-akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

e bromfenolova modf - Sigma-Aldrich, USA

e 1CgH,0s — Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Anglie
e Coomassie Brilliant Blue R-250 - Lachema a.s, CR

e DTT (dithiotreitol) - Carl Roth GmbH, Némecko

e EDTA - Sigma-Aldrich, USA

e glycin - Carl Roth GmbH, Némecko

e imidazol - Carl Roth GmbH, Némecko

e |IPSL - Sigma-Aldrich, USA

e IPTG - Sigm-Aldrich a, USA

e ®NH,CI - Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Anglie

e NP40 - Sigma-Aldrich, USA

e persulfat amonny - Sigma-Aldrich, USA

e SDS - Sigma-Aldrich, USA

e siran nikelnaty - Penta, CR

e  TRIS (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) - Carl Roth GmbH, Némecko
e 2-merkaptoethanol - Carl Roth GmbH, Némecko

Vsechny chemikalie byly nejméné Cistoty p.a.

4.1.2 Pristroje

ALYV, Photometer (ALV, Langen, Némecko), ALV CGS/8F goniometr, ALV High QE ADP detektor,
ALYV, 5000/EPP multibit, multitau autokorelator

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

e centrifuga - pro mikrozkumavky — MPW 52, rotor no. 11 3271, Austrélie

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

o fotonasobi¢ - Hamamatsu, R3809U-50, Japonsko

38



hmotnostni spektrometr 15T FT-ICR (SolariX XR, Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
chromatografie - HPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Svédsko

chromatografie — Watrex, P102 pump, Sykam S_3240 UV/VIS Multichannel detector

NMR - 600, 850 a 950MHz magnety Bruker Avance I1l, Bruker, USA

sonikator - Ultrasonic Processor, Cole Farmer, USA

Spektrofluorimetr - Photon Counting PC1 ISS, USA

Spektrofluorimetru obsahujici Ti:safirovy laser (Coherent, Chameleon Ultra II) a ¢asové-korelovany
detektor (Becker&Hickl, SPC150) s chlazenym &itaéem fotoni MCP-PMT (Hamatsu, R3809U-50)
Spektropolarimetr - J-810 - Jasco, Japonsko

Synchrotron Petra 111 (Deutches Elektronen Synchrotron (DESY)), Hamburk, Némecko

trepacka miniprepti — Shaking Incubator HandyLab®System, N-Biotek, Korea

ttepacka litrovych LB médii — InforsHT Multitron, Inforsag, Némecko

ultracentrifuga ProteomeLab-XL I, Beckman Coulter, USA, rotor AN50Ti

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

UV-VIS absorpéni spektrofotometr - Agilent 8453, USA

4.1.3 Ostatni material

dialyzaéni membrana - MCO (Molecular weight cut off) 14 kDa - Roth, Némecko

dialyza¢ni membrana — MCO 6-8 kDa — Spectrum Laboratories, Inc., USA

E.coli BL21(DE3) - Stratagene, USA

chymotrypsin A — Sigma-Aldrich, USA

lysozym - New England BioLabs, USA

napIné do kolon a kolony - Amersham Biosciences, Svédsko

vektor - pET-15b - Invitrogen, USA

PKA - Promega, USA

PP1 — Sigma-Aldrich, USA

PP2A — Cayman, USA

standard molekulovych hmotnosti - Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad, USA
standard molekulovych hmotnosti — Blue Protein Ladder, Central European Biosystem, Ceska republika

trypsin - Sigma-Aldrich, USA

Exprese a purifikace

Tato disertaéni prace volné navazuje na mou diplomovou praci [1], kde se lze

detailn¢ dozveédét o expresi a purifikaci studovanych proteint a jejich mutantnich forem.

Z tohoto diivodu zde uvadim pouze struény souhrn expresnich a purifikacnich krokd, které

jsem b&hem své disertacni i diplomové prace provadéla.
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4.2.1 Exprese, purifikace a fosforylace fosducinu (Pdc) a jeho mutantnich forem

Krysi fosducin (Rattus Norvegicus) (Pdc WT, z angl. wild type) a jeho mutantni
formy (PdcQ52K, PdcQ52K S73A, PdcQ52K W29F Y93W, PdcQ52K W29F F107W,
PdcQ52K W29F F123W, PdcQ52K W29F F208W, PdcQ52K C168) byly purifikovany
a fosforylovany stejnym zpiisobem a s obdobnymi vytézky, jako jsou uvedeny v mé

diplomové praci [1] pro PdcQ52K mutantni formu.

4.2.2 Exprese, purifikace N a C-terminilni domény Pdc (Pdc-ND, Pdc-CD)
a fosforylace Pdc-ND

Exprese a purifikace Pdc-CD (konstrukt R110 — E246) s6xHis kotvou na
N-konci probihala stejné, jako v ptipadé celého konstruktu fosducinu. Exprese a purifikace
Pdc-ND (konstrukt M1 — F107) s 6xHis kotvou na N-konci probihala podobné, jako
Vv pfipadé celého konstruktu, jen stim rozdilem, ze pfi aniontové iontové-vymeénné
a gelové permeacéni chromatografii byl pouzit TRIS-HCI o pH 8,2, jelikoz je pI(Pdc-ND) =
6,55 a pii pouziti roztoku o pH 8 dochazelo ke ztratdm proteinu. Konstrukt Pdc-ND také

obsahuje mutaci Q52K, takze je mozné jej fosforylovat v obou fosforylacnich mistech

(Ser54 a Ser73) pomoci PKA.

4.2.3 Exprese, purifikace a fosforylace izotopové zna¢eného Pdc a jeho mutantnich

forem pro NMR studie

DNA koédujici krysi mutantni formu fosducinu (Rattus Norvegicus, PdcQ52K)
a Pdc-ND a Pdc-CD, vsechny obsahujici 6xHis N-terminalni kotvu, byla vnesena do
vektoru pET-15b a transformovana do bakterialnich bunék Escherichia coli kmene BL21
(DEJ), kultivovana na agarové misce s obsahem ampicilinu pii 37 °C po dobu 18 hodin
a poté amplifikovana v 5 ml sterilntho LB média s obsahem ampicilinu ve 37 °C, pfi
190 ot. - min.* po dobu 18 hodin. Poté byly buiiky centrifugovany ve 4 °C a promyty
1,5 ml destilované vody. Tento krok byl opakovan celkem 4x, aby se odstranily zbytky LB
média. Promyté buiniky byly ptfeneseny do 0,9 1 sterilniho minimalniho média (0,042M
Na,HPO, - 12 H,0; 0,015M KH,PO,; 8,6uM NaCl; 18,7uM *NH,Cl; 2mM MgSOy;
0,1 mM CaCly; 22,2mM *CgH1,06 nebo CgH120s; 1mM thiamin-HCI) obsahujiciho
ampicilin o konené koncentraci 100 pg - ml™ a poté inkubovany ve 37 °C pfi

190 ot. - min.™ do hodnoty ODsgo = 0,8. Protein byl dale ziskan a progistovan stejng, jako
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Vv piipadé neznacenych proteinti. Fosforylace PdcQ52K probihala stejné, jako v piipadé
neznacen¢ho proteinu. Vytézek z 0,9 1 minimélniho média byl znaéné€ kolisavy. U celého
konstruktu fosducinu bylo dosazeno vytézku az 4,9 mg, u zkracenych verzi pak do 1 mg,
ovSem Vv jednom piipad¢ bylo u B3C®N-Pdc-CD dosaZeno vytézku 6,7 mg. Tyto vykyvy

pravdépodobné souvisi s kvalitou a stafim pouzitych bunck.

4.2.4 Exprese a purifikace proteinu 14-3-3{AC a jeho isoforem

Mutantni forma proteinu 14-3-3CAC, 14-3-3CAC C189, obsahujici pouze jeden
cystein (Cys189), byla ptipravena za pouziti DNA obsahujici lidsky gen pro 14-3-3C C189
(dar od RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D.) s produkci 245 aminokyselinové formy 14-3-3
s piidavnym obsahem 20 residui (6xHis kotva) na N-konci. Tyto geny byly zkraceny
vnesenim stop kodonu pro formu proteinu 14-3-3( bez poslednich 15 aminokyselin
(oznaceni stop231, nebo AC) kvuli zvySeni afinity proteinu k jeho vazebnym partnerim
[178]. Vzniklé geny byly vneseny do vektoru pET-15b s obsahem §tépnych mist pro Ndel
a BamHI. Exprese probihala stejné, jako v pripadé PdcQ52K. Purifikace byla podobna,
jako v piipadé PdcQ52K, jen stim rozdilem, ze pufry neobsahovaly NP-40. Pufr pro
gelovou permeacni chromatografii byl stejného sloZeni, jako je slozeni pufru pro zastaveni
fosforylace fosducinu. Stejny proces exprese i purifikace byl proveden pro mutantni formu
14-3-3¢noW, tedy formu, kde byly vlozeny mutace W59F a W228F. Z 0,9 1 LB média Ize

ziskat pfiblizn€ 6 mg Cistého proteinu vhodného pro experimenty.

4.3  Fluorescen¢ni techniky

4.3.1 ZhaSeni tryptofanové fluorescence

Pro méfeni statického zhasSeni tryptofanové fluorescence byly piipraveny vzorky
mutantnich forem fosforylovaného (-PP) fosducinu, obsahujicich vzdy pouze jeden
tryptofanovy zbytek, konkrétné PdcQ52K-PP, PdcQ52K W29F Y93W-PP, PdcQ52K
W29F F107W-PP, PdcQ52K W29F F123W-PP, PdcQ52K W29F F208W-PP o objemu
400 pl v koncentracich 35uM. Takto pfipraveny roztok byl nejdiive prométen bez obsahu
proteinu 14-3-3(noW (mutantni forma 14-3-3{ neobsahujicici tryptofanové zbytky —
mutace W59F a W228F). K roztoku fosducinu byl dale pfidavan roztok akrylamidu v ul
objemech v rozmezi koneénych koncentraci akrylamidu 0,000 — 0,546M. Stejné¢ byl
prom&en i roztok proteinu 14-3-3(noW 0 Kkoncentraci 70uM, roztok komplexu
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14-3-3(noW/Pdc-PP (vSechny mutantni formy Pdc) a také roztok samotného pufru. Kazdé
meéfeni bylo zopakovano minimalné tiikrat. Méfeni probihalo vzdy pti 22 °C v pufru
o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl, 1mM EDTA, 2mM
2-merkaptoethanol, na spektrofluorimetru ISS PC1 photon counting spectrofluorometer na
FGU AV CR, v.v.i. Stérbiny monochromatori excitaéniho i emisniho zafeni byly
nastaveny na 8 nm. Excitaéni vinova délka byla nastavena na 297 nm, emise byla
sledovana pti 340 nm. Naméiené intenzity byly korigovany na intenzitu pufru, na objem
a na vnitini filtr. Ziskané korigované intenzity byly vyneseny jako Stern-Volmertv vynos,
z n¢hoz byla ziskdna hodnota Ksy a nasledné dopocitana hodnota k,. Teoretické informace

o pouzité metod¢ lze ziskat v kapitole 9.1.2.

4.3.2 Casové-rozliSené dohasinani intenzity fluorescence

Vzorky pro méfeni cCasové-rozlisSeného dohasinani intenzity fluorescence
tryptofanovych zbytki a AEDANS byly piipravovany RNDr. Lenkou ReZabkovou, Ph.D.
a méfeny a Vyhodnocovany ve spolupraci s doc. RNDr. Jaroslavem Vecetem, CSc. a doc.
RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. z MFF UK. Detailnéjsi popis ptipravy vzorki je popsan
v piilozenych ¢lancich [79, 80] (viz Kapitola 8 - Publikace).

Vzorky pro méfeni ¢asové-rozliseného dohasinani intenzity fluorescence ANS byly
pfipraveny nasledovné. Pro méfeni byly pfipraveny vzorky PdcQ52K, Pdc-CD a Pdc-ND
o kone¢né koncentraci 5uM V pufru o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl
a2mM DTT. K témto vzorkiim byl piiddn ANS o kone¢né koncentraci 20 pM v celkovém
objemu vzorku 350 ul v pufru o stejném slozeni, jako v ptipadé proteinovych vzorku.
Vzorky byly méfeny na spektrofluorimetru obsahujiciho Ti:safirovy laser (Coherent,
Chameleon Ultra II) a ¢asové-korelovany detektor (Becker&Hickl, SPC150) s chlazenym
¢itacem fotond MCP-PMT (Hamatsu, R3809U-50). ANS byl excitovan pii 355 nm a emise
byla sledovana pfi 480 nm za pouziti monochromatoru s 405nm filtrem v emisnim kanalu.
Dohasinani fluorescence bylo zaznamenévano pod magickym thlem, typicky 1024 kanali
a Casovym rozliSenim 50 ps/kanél, dokud nebylo dosazeno mnoZstvi 10" v jednom
dohasinani. Data byla vyhodnocovana doc. Vecefem a doc. Hefmanem. Teoretické
informace o pouzité metod¢ lze ziskat v kapitole 9.1.3.

ANS (8-anilinonaftalen-1-sulfonova kyselina) je hydrofobni fluorescen¢ni znacka,

ktera je schopnd se vazat do hydrofobnich oblasti sbalenych a ¢astecné sbalenych proteint.
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4.3.3 Casové-rozliSeny pokles anizotropie fluorescence

Vzorky pro méfeni casové-rozliseného poklesu anizotropie fluorescence
tryptofanovych zbytkis a AEDANS byly pfipravovany RNDr. Lenkou ReZabkovou, Ph.D.
a méfeny a vyhodnocovany ve spolupraci s doc. RNDr. Jaroslavem Vecéefem, CSc. a doc.
RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. z MFF UK. Detailnéj$i popis ptipravy vzorkl je popsan
v ptilozenych c¢lancich [79, 80]. Teoretické informace o pouzité metodé lze ziskat

v kapitole 9.1.4.

4.4  Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

V ramci této disertacni prace byly zjiStovany hydrodynamické poloméry Ry
fosducinu PdcQ52K, fosforylovaného fosducinu PdcQ52K-PP, proteinu 14-3-3(AC,
komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP a jednotlivych domén fosducinu (Pdc-ND, Pdc-CD).
Me¢teni bylo provedeno na pfistroji ALV Photometer (ALV, Langen, Némecko)
vybaveném 22 mW He-Ne laserem, méticiho pii vinové délce 1 = 632,8 nm, dale ALV
CGS/8F goniometrem, ALV High QE ADP detektorem, ALV 5000/EPP multibit, multitau
autokorelatorem, pii 25 °C a tthlu 90°. Data byla vyhodnocena algoritmem CONTIN, ktery
poskytnul distribu¢ni funkci korela¢nich €ast 7z, z nichz byla ziskana distribu¢ni funkce
hydrodynamickych polomérd Ry (viz rovnice 9.30 na str. 227). Veskera méteni byla
provadéna v pufru o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 150mM” (nebo 200mM) NaCl,
1mM EDTA, 2mM DTT. Koncentrace vzorki byla 120uM (14-3-3(AC") a 60uM
(PdcQ52K, PdcQ52K-PP”, Pdc-ND, Pdc-CD). Cast méfeni bylo provedeno, vyhodnoceno
a konzultovano ve spolupraci s doc. RNDr. Miroslavem Stépankem, Ph.D. z PiF UK.

Teoretické informace o metodé DLS lze ziskat v kapitole 9.2.

4.5 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Meteni SAXS experimenti probihalo v Némeckém Hamburku v laboratofich
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) P12 beamline, za pouZiti synchrotronu
PETRA 1II (Deutches Elektronen Synchrotron (DESY)). Vzorky byly méfeny za
laboratorni teploty v roztoku o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl,
1ImM EDTA a 2mM 2-merkaproethanol (2mM DTT’). Nejdfive byl mé&fen samotny
PdcQ52K. Byla pfipravena koncentra¢ni fada PdcQ52K v koncentracich 2.3; 3,4
a4,2 mg - ml ™t Vzorky byly piefiltrovany a centrifugovany, aby nebyly pfitomny jakékoli
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agregaty a vétsi necistoty. Ziskana data byla zprimérovana a rozptylova data pufru byla
odectena za pouziti programu PRIMUS [179]. Guinierovou aproximaci byla vypoctena
intenzita rozptylu v pfimém sméru 1(0) a gyracni polomér Castice Ry. Parova distribu¢ni
funkce vzdalenosti r dvou pozic v ramci molekuly p(r) a hodnota Dmax byla spocitina
z rozptylovych dat za pouziti programu GNOM [180]. Zdanliva molekulova hmotnost
Mwexp byla odhadnuta s pouzitim rozptylovych dat roztoku hovéziho sérového albuminu
o molekulové hmotnosti 66 kDa. Ab initio molekulové obalky byly vypoéteny pomoci
programu DAMMIN [181]. Vysledky programu DAMMIN byly zprumérovany pomoci
programu DAMAVER [182]. Analyza zalozena na EOM metod¢ byla provedena za pouziti
programu EOM [183]. Dale byly zmé&feny roztoky proteinu 14-3-3¢AC” o koncentracich
4,3; 8,4 a 11,1 mg - ml'l, a také roztoky obsahujici komplex* 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP
vV molarnim poméru 2:1 o koncentracich komplexu 5,6; 6,3; 10,9 a 16,8 mg - ml?t. Pri
vyhodnocovani téchto dat byla opét vyuzita Guinierova aproximace a GNOM. K vypoctu
vylou¢eného objemu hydratované castice (Porodiv objem V,) bylo vyuZito Porodova
ptistupu [184]. K ab initio modelovani obalek proteinti bylo vyuzito programu DAMMIF
[185]. Vysledky programu DAMMIF byly dale opét zprimérovany pomoci programu
DAMAVER. Pomoci programu SUPCOMB [186] byly vyrobeny obrazky obsahujici
obalku proteinu 14-3-3 ziskanou ze SAXS meéfeni, s vnofenou krystalovou strukturou
tohoto proteinu [187]. Teoretické rozptylové kiivky byly spocitany ze strukturnich modelt
a prolozeny experimentalnimi daty za pouziti programti CRYSOL [188] a FoXS [189].
Data byla vyhodnocovana prof. RNDr. TomaSem Obsilem, Ph.D. Teoretické informace

o pouzitych metodach lze ziskat v kapitole 9.3.

4.6 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Pro NMR méfeni bylo piipraveno celkem Sest izotopové znacenych proteind:
BN-PdcQ52K, *N-PdcQ52K-PP, C,°N-PdcQ52K, *C,**N-PdcQ52K-PP, *N-Pdc-CD,
B3C,"®N-Pdc-CD. Pro studium komplexu byly pfipraveny i neznatené mutantni formy
proteinu 14-3-3: 14-3-3CAC, 14-3-3(AC C189. Vsechny experimenty byly méfeny ve
filtrovaném pufru o slozeni 50mM MES (pH 6,5), 100mM NaCl, 1mM TCEP. Vzorky
byly méfeny za pouziti 600, 850 a 950 MHz magnetti Bruker Avance Il (Bruker, USA)
vybavenych trojrezonan¢nimi chlazenymi sondami, pii teplot¢ vzorku 293,15 K.
Koncentrace fosducinu byla ve vétSiné ptipadi 200 uM, coz je maximalni koncentrace

Pdc, pii které nedochazi k jeho oligomerizaci in vitro, jak bylo zjisténo v jednom z NMR
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'H-"N HSQC experimentil. Koncentrace Pdc-CD byla minimalng 300 uM. Fosducin byl
fosforylovan (-PP) podle ovéfeného protokolu [1], jako v pfipadé neznacenych vzorki.
Protein 14-3-3JAC byl méfen v takové koncentraci, aby vznikly komplex byl
V minimalnim molarnim poméru 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP = 2:1.

Pro pritazeni sekvence Pdc bylo nejdiive zméfeno 2D 'H-°N HSQC spektrum
celého PdcQ52K a nasledné jeho strukturované Pdc-CD, u které byly zméteny i 3D
experimenty HNCO, HN(CA)CO, HNCA, HNCACB, HN(CO)CA. Pomoci programu
SPARKY [190] byly pfitazeny signaly jednotlivym aminokyselinAm obsazenym
predevsim v Pdc-CD. Pro pfifazeni signald nestrukturované Pdc-ND byly zméteny dva 5D
NMR experimenty HN(CA)CONH, HabCabCONH, diale 3D HNCO. Pro ziskani
informace o Pdc v pfitomnosti a neptitomnosti 14-3-3(AC, kde molekulova hmotnost
komplexu je 87,2 kDa, byla naméfena 2D 'H-">N TROSY spektra pro samotny PdcQ52K
a PdcQ52K-PP v komplexu. 3D HNCA experiment byl pouzit pro ziskani sekundarni
struktury z chemickych posuni Ca, které jsou indikativni na pfitomnost motivi sekundarni
struktury.

Pro upfesnéni modelu komplexu ziskaného z dat SAXS byl méfen PRE NMR
experiment. Pii tomto experimentu byla pouzita mutantni forma 14-3-3, 14-3-3{AC C189,
obsahujici pouze jeden cystein. Na tento cystein byla kovalentné navazana paramagneticka
znacka IPSL [3-(2-jodoacetoamido)-proxyl] (Sigma-Aldrich, USA). Takto pfipraveny
protein 14-3-3 byl smisen s ’N-PdcQ52K-PP v minimalnim moldrnim poméru 2:1.
Nasledovalo m&feni *H-N TROSY experimenti. Po 3,5 dnech méfeni byla ke vzorku
pfidana kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, USA) ve trojnasobném molarnim piebytku
oproti 14-3-3, vzorek byl jemné promichan a odstiedén kvuli pfipadnym srazeninam.
Vznikl tak diamagneticky vzorek, ktery byl métfen za stejnych podminek, jako v ptipadé
paramagnetického vzorku. Teoretické informace o pouzitych metodach lze ziskat
v kapitole 9.4.

Meéieni a vyhodnocovani dat bylo provadéno ve spolupraci s Mgr. Jifim Novackem,

Ph.D. z CEITEC MU v Brné.

4.6.1 Znaceni 14-3-3(AC C189 pomoci paramagnetické znacky IPSL

IPSL [3-(2-jodoacetoamido)-proxyl] (Sigma-Aldrich, USA) byla rozpusténa
v DMSO do finalni koncentrace 277 mM. Roztok IPSL byl po kapkéch za stalého michani
ptidan k roztoku proteinu 14-3-3CAC C189 (190 uM) o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5),
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100mM NaCl a 1mM EDTA, s dvaceti-molarnim ptebytkem IPSL oproti proteinu, a jemné
promichéan. Vysledny roztok byl ponofen do vodni ldzn¢ o teploté 30 °C na dobu 3 hodin
a jemn¢ michan kazdych 10 minut. Uzaviena zkumavka s roztokem byla obalena
hlinikovou folii, aby nedochézelo k jakémukoli osviceni vzorku, a roztok byl michan pfi
120 ot. - min.™ pfes noc za laboratorni teploty. Nésledovalo piemisténi roztoku do 4 °C,
bez michani. Uplnost znageni byla ovéfena pomoci hmotnostni spektrometrie (ESI-FT-ICR
MS) ve spolupraci s RNDr. Petrem Manem, Ph.D. z BioCeV MBU AV CR, v.v.i. a PfF
UK.

4.7  Analyticka ultracentrifugace (AUC)

Vzorky pfipravované pro zjisténi stechiometrie komplexu a déale ke zjiSténi
signifikance fosforylace obou fosforylacnich mist Pdc (Ser54, Ser73) (méfeni sedimentacni
rychlosti) a ke zjisténi disocia¢ni konstanty Ky komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP (mé&feni
sedimentaéni rovnovahy) byly méfeny ve spolupraci s RNDr. Lenkou Rezabkovou Ph.D.
na PiF UK, ktera i vyhodnocovala naméfena data. Meéteni bylo provedeno na
ultracentrifuze ProteomeLab™ XL-1, Beckman Coulter (USA) vybavené rotorem AN50TI.
Naméfena data byla vyhodnocovana v programech SEDPHIT a SEDPHAT [191, 192].
Hustota, viskozita a specificky objem proteini byly uréeny za pouziti programu
SEDNTERP 1.09 (http://www jphilo.mailway.com, kvéten 2016). Vzorky pro metodu
sedimentacni rovnovahy sestavaly ze smési proteinu 14-3-3(AC s PdcQ52K-PP
vV molarnim poméru 2:1 v koncentracich komplexu 3 — 15uM. Vzorky byly méfeny pii
teploté¢ 4 °C, v pufru obsahujicim 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl a 2mM
2-merkaptoethanol, s thlovymi rychlostmi rotoru 8000, 15000 a 26000 ot. - min™.
Absorb¢éni data byla sbirana pii 280 nm s prumérovanim 20 scanii s prostorovym
rozliSenim 10 pm az do dosazeni rovnovahy ve vSech piipadech. Data sbirdana pfi raznych
uhlovych rychlostech a riznych koncentracich vzorku, byla globalné prokladana pomoci
programu  SEDPHAT  [191, 192] smodelem reverzibilni reakce dimer
14-3-3 + PdcQ52K-PP S 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP. Vzorky pro metodu sedimentacni
rychlosti sestavaly z 14-3-3CAC, PdcQ52K-PP, jejich smési v molarnim poméru 2:1 (dimer
14-3-3 a jedna molekula Pdc-PP) a dale 2:2 (dimer 14-3-3 a dvé molekuly Pdc-PP), dale ze
smési proteinu 14-3-3AC s mutantni formou fosducinu PdcQ52K S73A-P, kde byl
pomoci PKA fosforylovan pouze Ser54, a s Pdc WT, kde byl pomoci PKA fosforylovan
pouze Ser73. Vzorky byly piipraveny v koncentracich 3 — 60 uM. Mé&feni probihalo pii
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20 °C s tthlovymi rychlostmi rotoru 42000, nebo 48000 ot. - min™. Absorb&ni data byla
sbirana pfi 280 a 250 nm. Scany byly nahravany kazdych 5 minut s prostorovym
rozliSenim 30 um. Data byla analyzovana pomoci modelu distribuci sedimentacnich
koeficientd c(s). Spojita c(s) distribuce zahrnovala hodnoty sedimentacnich koeficientt
vrozmezi 0 — 10 Ssrozlisenim 150 a urovni jistoty 0,68 (F-pomér). Plochy pod
jednotlivymi kiivkami byly integrovany pro zisk vadzenych hodnot sedimentacnich
koeficientd Sy,.

Vzorky piipravované pro porovnani hydrodynamickych vlastnosti PdcQ52K,
Pdc-CD a Pdc-ND metodou sedimentacni rychlosti, a vzorky pfipravované pro urceni
disociacnich konstant piipadnych komplexti proteinu 14-3-3(AC s PdcQ52K-PP,
Pdc-ND-PP a Pdc-CD metodou sedimenta¢ni rychlosti, byly méfeny ve spolupraci
s RNDr. Daliborem Koskem Ph.D. na PfF UK a CEITEC MU v Bmé¢, ktery
i vyhodnocoval naméfena data. Pro porovnani hydrodynamickych vlastnosti PdcQ52K,
Pdc-ND a Pdc-CD metodou sedimentaéni rychlosti a pro ovéfeni monodisperzity vzorku
pfi dané koncentraci, byly pfipraveny roztoky téchto proteini o koncentracich
~ 50 puM, vopufru o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl a 2mM
2-merkaptoethanol. Vzorky byly méfeny pii 20 °C a otackach rotoru 48000 ot. - min™.
Data byla snimana absorp¢ni technikou pfi 280 nm. Distribuce sedimentacnich koeficientt
c(s) byla ziskana a vypocitana z absorp¢nich dat za pouziti programu SEDFIT. Pro urceni
disociacni konstanty ptipadnych proteinovych komplexii (viz vyse) byly pfipraveny vzorky
obsahujici vzdy 14uM 14-3-3(AC a formy fosducinu (PdcQ52K-PP, Pdc-ND-PP a Pdc-
CD) vzdy o koncentracich vrozmezi 0,7 az 70uM tak, aby stechiometrické molarni
pomeéry odpovidaly hodnotam 14-3-3:fosducin = 20:1, 6:1, 2:1, 2:3 a 1:5. Data byla opét
snimana absorp¢ni technikou pii 280 nm. Takto byly ziskdny sedimentacni koeficienty Sy,
komplexii, piesnéji integrované hodnoty pod jednotlivymi signidly a byly véahoveé
zpraméerovany. Dale byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci fosducinu Cosgucin
a ziskané isotermy byly prokladany modelem A + B 5 AB pomoci programu SEDPHAT,
kde byla vzdy znama hodnota S, jednotlivych samostatnych komponent. Data byla
prokladdana na zékladé Langmuierova vazebného modelu, kde byl uvazovan molarni pomér
14-3-3:fosducin = 2:1. Vysledné parametry byly ovéfovany a koncentrace byla korigovana
za pouziti modelovani pomoci Lammovy rovnice obsazené v programu SEDPHAT.

Teoretické informace o pouzitych metodach lze ziskat v kapitole 9.5.
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4.8 Cirkularni dichroismus (CD)

Veskera méteni a vyhodnocovani dat z CD byla provadéna ve spolupraci s RNDr.
Pavlinou Ullrichovou, Ph.D. z VSCHT v Praze, a RNDr. Veronikou Obgilovou, Ph.D.
zFGU AV CR, v.vi. Pro méfeni CD v daleké oblasti UV byly pfipraveny vzorky
PdcQ52K, Pdc-CD a Pdc-ND o koncentracich ~ 10 uM v koneéném objemu 300 pl.
Vzorky byly méteny v kiemenné kyvete s optickou délkou 1 mm (Starna, USA), pti teploté
22 °C v pufru o slozeni 20mM TRIS-HCI (pH 7,5), 200mM NaCl, 1mM EDTA a 2mM
2-merkaptoethanol, na spektropolarimetru J-810 (Jasco, Japonsko). Data byla sbirana
v rozmezi vlnovych délek 200 az 320 nm, pi rychlosti scanovani 10 nm - min™, s &asovou
odezvou 8 sa rozlisSenim 1 nm. VInovy rozsah byl 1 nm a citlivost 100 milistupni.
Kone¢né spektrum bylo ziskano zprimérovanim péti akumulaci. Spektra byla korigovéana
odectenim dat namétenych v Cistém pufru bez obsahu proteinti. Data byla findlné vynesena
do grafu zavislosti molarni elipticity stiedni hodnoty residua [6] (deg - cm? - dmol™ - res™)
na vlnové délce A.

Pro méfeni CD v blizké oblasti UV byly pfipraveny vzorky PdcQ52K, Pdc-CD
a Pdc-ND o koncentracich 80 - 160 uM v konecném objemu 2 ml. Vzorky byly méfeny
Vv kyvete s optickou délkou 1 cm (Starna, USA) na stejném pfistroji, ve stejném pufru a za
stejnych podminek, jako v ptipadé daleké oblasti UV, s tim rozdilem, Ze data byla sbirdna
v rozmezi vinovych délek 240 — 330 nm a vysledné spektrum je primérem patnacti

akumulaci. Teoretické informace o pouzité metod¢ 1ze ziskat v kapitole 9.6.

4.9 Hmotnostni spektrometrie (MS)

49.1 Vyména H za D spojena s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS)

Veskera méfeni HDX-MS a vyhodnocovani dat bylo provadéno ve spolupraci
s RNDr. Petrem Manem, Ph.D. a Mgr. Alanem Kadkem z BioCeV MBU AV CR a PiF
UK. Byly meéfeny vzorky PdcQ52K, PdcQ52K-PP, 14-3-3(AC a komplex
14-3-3(AC:PdcQ52K-PP v molarnim poméru 2:1. Finalni koncentrace vzorkl byla vzdy
60 uM pro fosducin a 120 uM pro 14-3-3(AC. Vyména vodiku za deuterium (HDX) byla
zahajena fedénim (5%) vzorku v deuterovaném pufru o slozeni 20mM TRIS-HCI (pD 7,5),
200mM NaCl, ImM EDTA, 5mM DTT a 10% glycerol. Po 40 s,4a 15 min., a1, 3,a8
hod. byly odebirany z deuterovaného roztoku proteinu vzorky o objemu 10 pl. HDX byla

zastavena snizenim pH roztoku na hodnotu 2,5 pfidanim 57 ul 6mM HCI a naslednym
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okamzitym zamrazenim roztoku v kapalném dusiku. Vzorky byly poté postupné
rozmrazeny a okamzit¢ injektovany na nemobilni kolonu obsahujici proteasu pepsin. Na
kolonu bylo injektovano vzdy 180 pmol fosducinu a 360 pmol 14-3-3AC v celkovém
objemu 20 pl. Na kolon¢ s obsahem pepsinu doslo k nastépeni proteinti na kratsi peptidy.
Kolona s obsahem pepsinu byla promyvana 0,4% roztokem kyseliny mravenc¢i ve vod¢ pii
rychlosti promyvani 100 pl - min™. Peptidy byly déle zachytavany a odsoleny v microtrap
kolon¢ (Optimize Technologies, Oregon City, OR) a cluovany do analytické
chromatografické kolony (Jupiter C18, 0,5 x 50 mm, 5 pm, 300 A, Phenomenex, Torrance,
CA) a oddéleny linearnim gradientem 10 — 25% roztoku B (95% acetonitril, 5% voda,
0,4% kyselina mravenci) (Agilent 1200, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) po
dobu 5 minut. Nésledoval rychly vyplach do 40% B. VeSkeré kroky probihaly pii 0 °C.
Vyeluované peptidy byly okamzité pfevedeny do hmotnostniho spektrometru pomoci ESI
nasledujici FT za pouziti 15T FT-ICR hmotnostniho spektrometru (SolariX XR, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) operujicho v MS/MS modu. Peptidy byly dale
identifikovany promoci programu MASCOT v databazi obsahujici krysi formu fosducinu.
Jedinou povolenou modifikaci byla fosforylace Ser/Thr. Data byla dale analyzovana
pomoci programu DataAnalysis verze 4.1. Teoretické informace o pouzité metodé lze

ziskat v kapitole 9.7.1.

4.9.2 Limitovana proteolyza spojena s hmotnostni spektrometrii

Limitovand proteolyza je metoda vhodnad k ovéfovani piistupnosti jednotlivych
oblasti proteinu viaci proteasam. Jednim z moznych pouziti je nalezeni stabilniho
konstruktu proteinu pro krystalografické studie [1], dal$i moznosti je zkoumani kinetiky
proteolyzy v pfitomnosti a nepfitomnosti vazebného partnera, jako to bylo provedeno
VvV tomto piipadé. V nasem piipad¢ byla hlavni mySlenka smérovdna na mozny fakt, Ze
protein 14-3-3 by mohl zpomalovat proteolyzu fosforylovaného fosducinu Pdc-PP. Navrhli
jsme proto experiment pro in vitro sledovani kinetiky proteolyzy fosducinu s pouzitim
hmotnostni spektrometrie. Tato technika neposkytuje kvantitativni informace ohledné
proteolytickych $tépl, ale mize nastinit Kinetiku in vitro optimalizovaného procesu
V pfitomnosti a neptitomnosti proteinu 14-3-3CAC.

K proteolyze PdcQ52K-PP a komplexu 14-3-3CAC/PdcQ52K-PP byly vybrany dvé
proteasy: a) trypsin (praseCi Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega)
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a b) chymotrypsin A (Sigma-Aldrich). Trypsin stépi podle obecného schématu K/R- \-P,
chymotrypsin Y/W/K/F-\-P.

Komplex byl pfipraven jako smés 30uM PdcQ52K-PP s 60uM 14-3-3CAC
a ekvilibrovan po dobu 15 minut a) na ledu, b) pti 25 °C. Aktivita trypsinu byla ptili$
vysoka, proto bylo nutno ji zpomalit nizkou teplotou. Limitovana proteolyza byla
provedena Vv molarnich pomérech 1/18750 pro trypsin/14-3-3(AC a 1/9375 pro
trypsin/PdcQ52K-PP, oba na ledu, a 1/2335 pro chymotrypsin/14-3-3CAC a 1/1167 pro
chymotrypsin/PdcQ52K-PP, oba pii 25 °C. Proteolyza byla zastavena povafenim pfi
100 °C ve vodni lazni po dobu 3 minut, ochlazena v ledu po dobu 1,5 minuty a k takto
pfipravené smési byla pfidana TFA ve finalni koncentraci 0,03 % (w/w). Zastaveni
proteolyzy prob¢hlo po prvni, tieti a paté minuté proteolyzy. Prvni vzorek, kde neprobihala
proteolyza (¢as 0 min.) byl také povaten, ochlazen a smichan s TFA. 50 pmol takto
pfipravenych vzorkt bylo automatickym sbéracem injektovano do chromatografické
kolony Agilent LC 1200 (AgilentTechnologies, Waldbronn, Némecko) spojené s 15T FT-
ICR hmotnostnim spektrometrem (SolariX XR, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
Kazdy vzorek byl odsolen za pouziti kolony Peptide CapTrap (Optimize Technologies)
a oddélen na koloné s obracenou fazi (0,2 x 150 mm, PLRP-S, Michrom Bioresources) za
pouziti linearniho gradientu 10 — 70% roztoku B v roztoku A po dobu 3 minut, kde roztok
A byl 2% acetonitril, 0,2% kyselina mravenci ve vod¢, a roztok B byl 95% acetonitril, 5 %
voda, 0,2% kyselina mravenci. Vzorky byly méteny za pouziti techniky ESI-LC-MS/MS.
Peptidy byly identifikovany v databazi obsahujici krysi fosducin za pouziti programu
MASCOT (jedinou povolenou modifikaci byla fosforylace Ser/Thr) a GPMAW 8.0
(Lighthouse data, Odense, Dansko) a hmotnosti byly pfitazovany pomoci programu
mMass [193]. Data byla analyzovana pomoci programu DataAnalysis 4.2 (Bruker
Daltonik, GmbH) a GPMAW 8.0 (Lighthouse data, Odense, Dansko). Méfeni a analyza dat
byla provadéna ve spolupraci s RNDr. Petrem Manem, Ph.D. z BioCeV MBU AV CR
a PfF UK.

4.9.3 Limitovana defosforylace spojena s hmotnostni spektrometrii

Limitovanad defosforylace je metoda, pfi které je defosforylovan fosforylovany
protein po urcitou dobu pomoci enzymu fosfatas a nasledné je defosforylace zastavena. Da
se tak napf. zkoumat kinetika defosforylace v pfitomnosti a nepfitomnosti vazebného

partnera, jako to bylo v nasem piipadé. Pro tento ucel jsme se rozhodli limitovanou
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defosforylaci spojit s hmotnostni spektrometrii (MS), kde 1ze kinetiku dobfe sledovat na
defosforylujicich se peptidech stépeného proteinu PdcQ52K-PP. Podobné jako v piipadé
limitované proteolyzy nadm Slo o dikaz zpomaleni defosforylace PdcQ52K-PP
V pfitomnosti proteinu 14-3-3CAC.

Pro limitovanou defosforylaci PdcQ52K-PP a komplexu 14-3-3{AC/PdcQ52K-PP
byly vybrany dvé fosfatasy: a) proteinfosfatasa 1 (PP1) (krali¢i katalyticka podjednotka
a-Isoforma, Sigma-Aldrich, USA, specifickd aktivita 10326,98 U/mgP) a b)
proteinfosfatasa 2A (PP2A) (Protein Phosphatase 2A C podjednotka — lidska rekombinanti
forma L309 delece, Cayman, specificka aktivita 9,5 U/mg). Ob¢ fosfatasy by se mély
podilet na defosforylaci fosducinu v bunce [66, 72].

V piipad¢é defosforylace pomoci PP1 byly proteiny dialyzovany pies noc Vv pufru
obsahujicim 50mM HEPES (pH 7,5), 2mM DTT, 1mM MnCl, a 0,01 % NP-40 (v/v) pfi
7 °C. V ptipad¢é defosforylace pomoci PP2A byly proteiny dialyzovany pies noc v pufru
obsahujicim 40mM TRIS-HCI (pH 8,4), 100mM NaCl, 2mM DTT a 34mM MgCl,, pti
7 °C. Komplex 14-3-3CAC/PdcQ52K-PP byl piipraven jako smés 30uM PdcQ52K-PP
s 60uM 14-3-3CAC a ekvilibrovan po dobu 15 minut ve 25 °C. Limitovana defosforylace
byla provedena v molarnich pomérech 1/1193 pro PP1/PdcQ52K-PP ve 30 °C a 1/36 pro
PP2A/PdcQ52K-PP ve 37 °C. Defosforylace byla zastavena pridavkem inhibitoru fosfatas
p-glycerolfosfatu (Sigma-Aldrich, USA) do finalni koncentrace 100mM, dale pfidanim
glycinu (pH 2,3) do findlni koncentrace 217,5 mM a zamraZenim v kapalném dusiku po
0,5; 1,5; 3 a 7 minutach defosforylace. Vzorek, ktery nebyl defosforylovan (0 min.) byl
také smichan s inhibitorem, glycinem a zmraZen v kapalném dusiku. 100 pmol
defosforylovaného roztaveného kyselého vzorku bylo injektovdno na chromatografickou
kolonu obsahujici bud’ proteasu pepsin, nebo rhizopuspepsin [194, 195]. Proteasy nastepily
protein na mensi fragmenty — peptidy — které¢ byly dale prfevedeny pies kolonu Peptide
MicroTrap (Optimize Technologies, Oregon City, OR), odsoleny online a odd€leny na
kolon¢ s obracenou fazi C18 reversed phase column (0,5 x 50 mm, Jupiter C18,
Phenomenex, Torrance, CA) za pouziti linearniho gradientu 10 — 25% roztoku B v roztoku
A po dobu 7 minut, kde roztok A byl 2% acetonitril, 0,4% kyselina mravenc¢i ve vode¢,
a roztok B byl 95% acetonitril, 5 % voda, 0,4% kyselina mravenc¢i (Agilent 1200, Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko). Kolona byla spojena s ESI iontovym zdrojem 15T
FT-ICR hmotnostniho spektrometru (SolariX XR, Bruker Daltonics, Bremen, Némecko)
operujictho v. MS/MS modu stejné jako v ptipadé H/D vymény. Peptidy byly
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identifikovany pomoci programu MASCOT obsahujiciho sekvenci krysiho fosducinu
(jedinou povolenou modifikaci byla fosforylace Ser/Thr) a GPMAW 8.0 (Lighthouse data,
Odense, Dansko). Data byla analyzovana pomoci programu Data Analysis 4.2 (Bruker
Daltonik, GmbH). Méfeni a analyza dat byla provadéna ve spolupraci s RNDr. Petrem
Manem, Ph.D. z BioCeV MBU AV CR a PiF UK.

4.10 Limitovana proteolyza s pouzitim SDS-PAGE

Pro ovéfeni kinetiky proteolyzy PdcQ52K-PP v piitomnosti a nepfitomnosti proteinu
14-3-3CAC byla krom¢ hmotnostni spektrometrie pouzita i vizualni technika na
polyakrylamidovém gelu (PAGE) obarveném pomoci Coomassie Brilliant Blue R250,
v redukénich podminkach v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). Jednd se
o klasicky postup pfipravy a barveni geld, ktery je bézné pouzivan pro vizualizaci Cistoty
proteind po purifikaci (viz [1]).

Vzorky byly pfipraveny stejn¢ a za stejnych podminek, jako pfii limitované
proteolyze spojené s MS (viz kapitola 4.9.2). Vyjimkou byl piidavek 5x SDS barviciho
pufru pied varem vzorku [1]. Vzorky byly aplikovany na 15 % SDS gel. Elektroforéza byla
ponechdna po dobu 2 hodin pii 120 V. Gely byly barveny pomoci roztoku obsahujiciho

Coomassie Brilliant Blue R250 [1] po dobu 2 hodin a odbarvovany pies noc.

4.11 Limitovana defosforylace s pouzitim SDS-Phos-tag-PAGE

Pro ovéfeni kinetiky defosforylace PdcQ52K-PP v pfitomnosti a nepiitomnosti
proteinu 14-3-3CAC byla kromé hmotnostni spektrometrie pouzita i vizualizaéni technika
na polyakrylamidovém gelu (PAGE) obsahujicim molekulu Phos-tag™ (Phos-tag™ PAGE
Guide Book, http://www.phos-tag.com/shouh/pt_page_e_ver8.pdf, 8. 6. 2016, Japonsko).
Phos-tag™ je aromaticka organicka molekula (viz Obr. 4.1, str. 53) schopna vazat Mn®*
kationty, které zajisti imobilizaci fosforylovanych protein v ur¢ité vysce PAGE gelu.
Podle mnozstvi fosfatli obsazenych v proteinu jsou pak proteiny zachytavany s vétsi (vice
fosfatlt), nebo mensi (mén¢ fosfati) afinitou. Poloha proteinového pruhu se déle 1i$i podle
hydrodynamickych vlastnosti konkrétniho proteinu, nebo jeho mutantni formy.

V piipadé pouziti SDS-Phos-tag™ elektroforézy byly proteiny a komplexy smichany
ve stejném molarnim poméru, jako v pfipadé pouziti hmotnostni spektrometrie (Viz

kapitola 4.9.3), za stejnych podminek, kromé zptisobu zastaveni defosforylace, ktera zde
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probihala pifidavkem inhibitoru p-glycerolfosfatu (Sigma-Aldrich, USA) do finalni
koncentrace 100mM, dale piidanim 5x SDS barviciho pufru [1] a naslednym varem po
dobu 3 minut ve vodni lazni o 100 °C. Pro detekci stupné defosforylace PdcQ52K byly
pfipraveny 10 % SDS-Phos-tag gely sobsahem 50puM Phos-Tagu™ za vyuZiti
standardniho protokolu (viz vysSe). Elektroforéza byla ponechana 2 hodiny pii 120 V. Gely
byly barveny pomoci roztoku obsahujiciho Coomassie Briliant Blue R250 [1] po dobu

2 hodin a odbarvovany pies noc.

@)
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Obr. 4.1 Zobrazeni molekuly Phos-tag™ umoziujici vazbu Mn®" iontii a ndslednou imobilizaci
fosforylovaného proteinu, nebo peptidu. Pro vice informaci lze vyuzit Phos-tag™ PAGE
Guide Book, http://www.phos-tag.com/shouh/pt_page e ver8.pdf, 8. 6. 2016.
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5 Vysledky

5.1 Exprese a purifikace proteint

Veskeré studované proteiny byly exprimovany a purifikovany podle protokolt, které
jsou detailn¢ popsany v mé diplomové praci [1] a bylo dosazeno obdobnych vytézki
a kone¢né ¢istoty. V tomto oddile jsou pro ilustraci ukazany pouze vysledky dil¢ich kroka
purifikace vybranych proteind N-PdcQ52K, 14-3-3(AC C189, Pdc-ND a *C,®N-Pdc-

CD. Ostatni formy byly ziskany vzdy s velmi podobnou ¢istotou.

5.1.1 Purifikace proteinu *>N-PdcQ52K

Pii této konkrétni purifikaci bylo z 8 x 0,9 1 minimalniho média ziskano celkem
37,6 mg N izotopové znaceného PdcQ52K (M, = 30,3 kDa). Cistota proteinu po niklové
chelata¢ni chromatografii je zobrazena na Obr. 5.1A, istota proteinu po aniontové
iontové-vyménné chromatografii je zobrazena na Obr. 5.1B. Na SDS-PAGE gelu (Obr.
5.2B, str. 55) jsou pouze vybrané frakce pro ovéfeni finalni &istoty. Cerné svislé &ary

s Sipkami na gelu naznacuji, které frakce byly smiseny pro dalsi experimenty.

A — , B
r 1. kolona 5 2. kolona .

50kDa — 4
37kDa — 4% - e e
ol — ~wsapliiis=-
25kDa — 4
20kDa —_ 4™
-~
”~

Obr.5.1 (A) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi *N-PdcQ52K eluovanymi pri niklové chelatacni
chromatografii (dvé opakovani). (B) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi **N-PdcQ52K
eluovanymi pri aniontové iontové-vyménné chromatografii. Vybrané frakce naznacené
Cernymi svislymi ¢arami a Sipkami byly slouceny. Cernad tlusta Sipka ukazuje pozici, na které
se protein nachazi. Prvni sloupec odpovida proteinovému standardu molekulovych
hmotnosti.
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Obr.5.2 (A) Chromatogram ziskany po poslednim purifikacnim kroku (gelova permeacni
chromatografie) proteinu °N-PdcQ52K. Vybrané frakce (Cervené cdary) byly analyzoviny
pomoci 15% SDS-PAGE (B). Frakce oznacené cernymi svislymi carami a Sipkami byly
slouceny. Cernd tlustd Sipka ukazuje pozici, na které se protein nachdzi. Prvni sloupec
odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.

5.1.2 Purifikace proteinu 14-3-3(AC C189

Pii této konkrétni purifikaci bylo z6 x 0,9 1 LB média ziskano celkem 30,7 mg
mutantni formy proteinu 14-3-3{AC obsahujici pouze jeden cystein C189 (M, = 28,5 kDa).
Cistota proteinu po niklové chelataéni chromatografii je zobrazena na Obr. 5.3A, &istota
proteinu po aniontové iontové-vyménné chromatografii je zobrazena na Obr. 5.3B. Na gelu
(Obr. 5.4B, str. 56) jsou pouze vybrané frakce pro ovéfeni &istoty. Cerné svislé ary se

Sipkami na gelu naznacuji, které frakce byly smiseny pro dalsi experimenty.
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Obr.5.3 (A) 15% SDS-PAGE gel sfrakcemi 14-3-3(AC eluovanymi pri niklové chelatacni
chromatografii (dve opakovani). (B) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi 14-3-3{AC eluovanymi
PFi aniontové iontové-vymeénné chromatografii. Vybrané frakce naznacené cernymi svislymi
Carami a Sipkami byly slouceny. Cernd tlustd Sipka ukazuje pozici, na které se protein
nachdazi. Prvni sloupec odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.
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Obr.5.4 (A) Chromatogram ziskany po poslednim purifikacnim kroku (gelova permeacni
chromatografie) proteinu 14-3-3(4AC. Vybrané frakce (Cervené cary) byly analyzovdny
pomoci 15% SDS-PAGE (B). Frakce oznacené cernymi svislymi carami a Sipkami byly
slouceny. Cernd tlustd Sipka ukazuje pozici, na které se protein nachdzi. Prvni sloupec
odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.

5.1.3 Purifikace proteinu Pdc-ND

Pdc-ND zahrnuje pouze N-terminalni doménu Pdc (sekvence M1 — F107). Pii této
konkrétni purifikaci bylo z 6 x 0,9 1 LB média ziskano celkem 3,1 mg Pdc-ND (M,, = 14,8

kDa). Cistota proteinu po niklové chelatani chromatografii je zobrazena na Obr. 5.5A,

Cistota proteinu po aniontové iontové-vymeénné chromatografii je zobrazena na Obr. 5.5B.

Na gelu (Obr. 5.6B, str. 57) jsou pouze vybrané frakce pro ovéfeni &istoty. Cerné svislé

¢ary se Sipkami na gelu naznacuji, které frakce byly smiseny pro dalsi experimenty.
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(A) 15% SDS-PAGE gel sfrakcemi Pdc-ND eluovanymi pri niklové chelatacni
chromatografii (dvé opakovani). (B) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi Pdc-ND eluovanymi pri
aniontové iontove-vyménné chromatografii. Vybrané frakce naznacené cernymi svislymi
Garami a Sipkami byly slouceny. Cernd tlustd Sipka ukazuje pozici, na které se protein
nachdzi. Prvni sloupec odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.
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Obr.5.6 (A) Chromatogram ziskany po poslednim purifikacnim kroku (gelovd permeacni
chromatografie) proteinu Pdc-ND. Vybrané frakce (Cervené cdry) byly analyzoviny pomoci
15% SDS-PAGE (B). Frakce oznacené cernymi svislymi carami a Sipkami byly slouceny.
Cernd tlusta Sipka ukazuje pozici, na které se protein nachdzi. Prvni sloupec odpovida
proteinovému standardu molekulovych hmotnosti. Pri této purifikaci byla pouZita kolona
HiLoad™ 26/60 Superdex™ 75 prep grade a chromatograficky systém Watrex.

5.1.4 Purifikace proteinu “*C,”>N-Pdc-CD

Pdc-CD obsahuje pouze C-terminalni doménu Pdc (sekvence R110 — E246). Pii této
konkrétni purifikaci bylo ze 3 x 0,9 1 minimalniho média ziskdno celkem 20,2 mg
izotopové znageného *C,°N-Pdc-CD (M, = 17,6 kDa). Cistota proteinu po niklové
chelata¢ni chromatografii je zobrazena na Obr. 5.7A, Cistota proteinu po aniontové
iontové-vyménné chromatografii je zobrazena na Obr. 5.7B. Na gelu (Obr. 5.8B, str. 58)
jsou pouze vybrané frakce pro ovéfeni &istoty. Cerné svislé &ary se Sipkami na gelu

naznacuji, které frakce byly smiseny pro dal$i experimenty.
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Obr.5.7 (A) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi **C,">N-Pdc-CD eluovanymi pri niklové chelatacni
chromatografii (dvé opakovani). (B) 15% SDS-PAGE gel s frakcemi **C,”N-Pdc-CD
eluovanymi pri aniontové iontove-vymeénné chromatografii. Vybrané frakce naznacené
Cernymi svislymi ¢arami a Sipkami byly slouceny. Cerna tlusta Sipka ukazuje pozici, na které
se protein nachazi. Prvni sloupec odpovida proteinovéemu standardu molekulovych
hmotnosti.
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Obr.5.8 (A) Chromatogram ziskany po poslednim purifikacnim kroku (gelovd permeacni
chromatografie) proteinu *C**N-Pdc-CD. Vybrané frakce (cervené cary) byly analyzovéiny
pomoci 15% SDS-PAGE (B). Frakce oznacené cernymi svislymi carami a Sipkami byly
slouceny. Cernd tlustd Sipka ukazuje pozici, na které se protein nachdzi. Prvni sloupec
odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.

Ve své diplomové préci také popisuji detailni postup fosforylace fosducinu pomoci
katalytické podjednotky PKA. Stejnym zplisobem jsem postupovala i v piipad¢ fosforylace
Pdc-ND.

5.2 Biofyzikalni a strukturni charakterizace fosducinu (Pdc)

Krystalova struktura komplexu Pdc s Gify ukazala, ze molekula Pdc obsahuje dvé
domény: N-terminalni (Pdc-ND, sekvence 1-107) a C-terminalni (Pdc-CD, sekvence 114-
246) domény [2, 77]. Tyto strukturni studie naznacily, ze Pdc-ND je velmi flexibilni a ve
volném stavu by mohla byt neuspofddand, tedy chovat se jako IDP. Pro ovéfeni této
hypotézy jsme provedli biofyzikalni a strukturni charakterizaci obou domén pomoci fady

biofyzikalnich metod.

5.2.1 Charakterizace Pdc pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)

Pomoci DLS, méfeného pii rozptylovém uhlu 90°, se podatilo zjistit
hydrodynamicky polomér Ry jak PdcQ52K, tak jeho obou domén. V Tabulce 5.1 na str. 59

jsou ukazany vysledky méfeni.
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Tabulka 5.1 Vysledky z méreni fosducinu metodou DLS

PdcQ52K Pdc-ND Pdc-CD
Pocet residui® 265 126 156
M, (g - mol™) 30161,4 14643,2 17414,2
Ry (A) 38,4+0,5 354+04 26,0+ 0,1

#Pocet residui odpovida proteinu spolu s 6xHis kotvou bez prvniho methioninu.
*Molekulova hmotnost M,, vypoétena na zakladé aminokyselinové sekvence s obsahem 6xHis kotvy.

Jak Ize vidét z Tabulky 5.1, ackoli méa Pdc-ND méné nez polovinu aminokyselin (126
véetné 6xHis kotvy) ve srovnani s celou molekulou fosducinu (265 véetné 6xHis kotvy),
vykazuje tato doména témét stejné velky hydrodynamicky polomér Ry, jako cela molekula
PdcQ52K. Naproti tomu hodnota Ry Pdc-CD je 26 A pfi podobném mnozstvi
aminokyselinovych zbytki (156 vcetné 6xHis kotvy), jako Vv pfipadé Pdc-ND, coz
vypovida o mnohem kompaktn&jsi struktufe Pdc-CD, ve srovnani s Pdc-ND. Tento
vysledek naznacuje, Zze hodnota Ry celého Pdc je z hlavni Casti ovlivnéna rozvolnénosti
Pdc-ND, ktera vykazuje velky Ry. Bioinformaticka analyza sekvence Pdc dale ukazala, ze
poslednich 21 aminokyselin v Pdc-CD by také mohlo vytvaret neuspofadanou strukturu
[80]. Vysledky DLS méfeni tedy naznacuji, Ze Pdc-ND je tzv. vnitiné neuspotradany
protein (IDP, z angl. Intrinsically Disordered Protein) nevykazujici znamky sekundarni
struktury a uspotadanosti. V téchto méfenich byly pouzity mutantni formy Pdc, tedy
PdcQ52K a stejna mutace v piipadé Pdc-ND.

5.2.2 Charakterizace Pdc pomoci cirkularniho dichroismu (CD)

Vysledky z DLS naznacily, Zze Pdc-ND jevi v roztoku znamky zna¢né rozvolnénosti,
coz by mohlo byt spojeno s absenci prvkiu sekundarni a terciarni struktury [2, 79]. Tuto
domnénku jsme se rozhodli ovétit pomoci metody cirkularniho dichroismu (CD) a to jak
v daleké ultrafialové (UV) oblasti, diky které 1ze ziskat informace o sekundarni struktufe
proteinu, tak v blizké oblasti UV, ktera vypovida o terciarni struktufe (viz kapitola 9.6).

Na Obr. 5.9, str. 60 jsou zobrazeny vysledky z méfeni vzorkt v daleké oblasti UV.
Jednalo se opét o vzorky obsahujici celou molekulu PdcQ52K (modra kiivka), Pdc-CD
(Cerna krivka) a Pdc-ND (Cervena kiivka). Z grafu zavislosti molarni elipticity stiedni
hodnoty residua [#] na vinové délce 1 je patrné, ze Pdc-CD vykazuje znamky proteinu
s dobife definovanou sekundarni strukturou. Naopak zaporna molarni elipticita u 200 nm

a celkovy tvar ¢ervené kiivky u Pdc-ND vypovida o proteinu bez vyrazného obsahu prvka
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sekundérni struktury. U celé molekuly fosducinu pak byla naméfena ktivka, kterd vykazuje

znamky caste¢né usporadaného proteinu.
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Obr. 5.9 Spektra cirkuldarniho dichroismu v daleké oblasti UV. Jednd se o zavislost moldarni
elipticity strredni hodnoty residua [0] na vinové délce . Z kiivek je patrné, Ze N-termindlni
doména fosducinu (Pdc-ND, aminokyseliny 1 - 107 s N-termindlni 6 xHis kotvou, cervend
krivka) nevykazuje prvky sekunddarni struktury, naopak C-terminalni doména fosducinu
(Pdc-CD, aminokyseliny 110 — 246 s N-termindlni 6xHis kotvou, cernda kiivka) takovéto
prvky vykazuje. Cela molekula PdcQ52K s N-termindlni 6xHis kotvou (modrd krivka)
vykazuje prvky castecné usporadaného proteinu.

Na Obr. 5.10 jsou zobrazeny vysledky z méfeni stejnych vzorki v blizké oblasti UV.
Pdc-ND vykazuje nevyrazné spektrum, coz nasvédCuje faktu, ze aromatické postranni
fetézce Pdc-ND nemaji dobife definovanou konformaci. Opacény efekt je pozorovan

u Pdc-CD. Cela molekula Pdc opét vykazuje spektrum s obéma prvky.
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Obr. 5.10 Spektra cirkularniho dichroismu v blizké oblasti UV. Jedna se o zavislost molarni
elipticity stiedni hodnoty residua [6] na vinové délce . Z kifivek je patrné, Ze N-termindlni
doména fosducinu (Pdc-ND, aminokyseliny 1 — 107 s N-termindlni 6xHis kotvou, cervend
krivka) nevykazuje prvky tercidrni struktury, naopak C-termindlni doména fosducinu (Pdc-
CD, aminokyseliny 110 — 246 s N-termindlni 6 xHis kotvou, cernd kiivka) takovéto prvky
vykazuje. Vysledky zmérené na celé molekule Pdc s N-termindlni 6xHis kotvou (modra
krivka) se nachdzi mezi vysledky z obou domén.
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Ziskana CD spektra tedy potvrdila, ze Pdc-ND vykazuje vlastnosti IDP, zatimco
Pdc-CD je strukturovana doména. V téchto métenich byly pouzity mutantni formy Pdc,

tedy PdcQ52K a stejna mutace v piipadé Pdc-ND.

5.2.3 Charakterizace Pdc pomoci analytické ultracentrifugace (AUC)

Z vysledi DLS je patrné, ze ve srovnani s celou molekulou Pdc vykazuje Pdc-ND
velky hydrodynamicky polomér Ry. Bylo tedy na misté ovéfit, zda pti ptiblizné stejné
koncentraci netvoti Pdc-ND dimerni, ¢i oligomerni struktury, které by také vysvétlovaly
takto vysoké hodnoty Ry. Za timto uc¢elem jsme zvolili metodu analytické ultracentrifugace
(AUC), konkrétné metodu sedimenta¢ni rychlosti, ktera ovéfila, ze PdcQ52K, Pdc-ND
i Pdc-CD tvofi pii danych koncentracich v pufru o stejném slozeni pouze monomerni
formy. Vysledky z méfeni jsou zobrazeny na Obr. 5.11 a jsou korigovany na 20 °C

a hustotu vody.

Obr. 5.11 Normalizované  spojité  distribuce Ea — Pdc-CD
sedimentacniho koeficientu ziskané metodou — Pdc-ND
sedimentacni rychlosti proteinit Pdc, Pdc-ND 0,81 — B
a Pdc-CD o koncentracich ~ 40uM. Pdc-ND g
vykazuje nejnizsi sedimentacni koeficient, diky 0,6
rozvolnéné  strukture v roztoku. Pdc-CD S
vykazuje vyssi sedimentacni koeficient, nez =
Pdc-ND,  diky  kompaktnéjsi  strukture, E 041
vykazujici nizsi treni. Nejvyssi sedimentacni 2
koeficient vykazuje Pdc, ktery, a¢ ma také 0.2
polovinu molekuly rozvolnénou, ma nejvyssi
molekulovou hmotnost. o v

05 10 15 20 25 30 35 4,0

Sedimentacni koeficient
()

Z Obr. 5.11 je také patrné, ze sedimentacni koeficient Pdc-ND je nizsi (~ 1,5 S), nez
Pdc-CD (1,8 S). Jelikoz pohyb ¢astic pii ultracentrifugaci zavisi na jejich
Pdc-ND, ve srovnani s Pdc-CD. Cela molekula Pdc pak vykazuje nejvyssi hodnotu
sedimentac¢niho koeficientu (2,4 S), coz je dano jeho témét dvojnasobnou molekulovou
hmotnosti. Témto hodnotdm sedimentacnich koeficienti odpovidaji hodnoty molekulovych
hmotnosti, které jsou zobrazeny v Tabulce 5.2 na str. 62. Z tabulky je patrné, ze vSechny

vzorky jsou v roztoku monomerni.
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Tabulka 5.2 Vysledky ziskané metodou AUC, sedimentacni rychlosti

Pdc Pdc-ND Pdc-CD
Pocet residui® 265 126 156
M, (g - mol?) 30161,4 14643,2 174142
M, (kDa) 31,8 14,4 18,7
Sedimentacni
Koeficient (S) 24 15 18

#Pocet aminokyselinovych zbytkli odpovid proteinu spolu s 6xHis kotvou bez prvniho methioninu.
®Molekulova hmotnost M, vypoctend na zéklad¢ aminokyselinové sekvence.
M,*YC je molekulova hmotnost sférické &astice odpovidajici danému sedimentaénimu koeficientu.

V téchto méfenich byly pouZzity mutantni formy Pdc, tedy PdcQ52K a stejna mutace
v ptipad¢ Pdc-ND.

5.2.4 Méreni Casové-rozliSeného dohasinani intenzity fluorescence ANS

ANS (8-anilinonaftalen-1-sulfonova kyselina) je hydrofobni fluorescen¢ni znacka,
ktera je schopna se vazat do hydrofobnich oblasti sbalenych a caste¢né sbalenych proteinil.
V naSem piipadé slouzila k ovéteni, ze Pdc-ND je vnitiné neuspotadany protein (IDP)
a naopak Pdc-CD je sbaleny protein s prvky sekundarni a terciarni struktury. Bylo
provedeno méfeni Casové-rozliseného dohasinani intenzity fluorescence ANS. Touto
technikou je mozné ziskat hodnotu stiedni doby Zivota excitovaného stavu fluoroforu zmean,
ktera muze slouzit jako ukazatel polarity nejbliz§iho okoli fluoroforu, v nasem ptipadé

ANS. Vysledky méfeni jsou zobrazeny v Tabulce 5.3.

Tabulka 5.3 Vysledky z mereni vzorkii metodou casové-rozliseného dohasinani intenzity
fluorescence ANS.

Pdc Pdc-ND Pdc-CD

Tmean(ANS)™” (ns) 7.4 3,7 5,7

4Smérodatna odchylka = 0,05 ns
®Zmean byl vypogitan dle rovnice 9.10 na str. 222.

Z Tabulky 5.3 je patrné, ze stfedni doba Zzivota excitovaného stavu Pdc-ND je
mnohem niz$i, nez stfedni doba zivota Pdc-CD (3,7 ns vs 5,7 ns), z ¢ehoz vyplyva, Ze
Pdc-ND tvoii vice rozvolnénou strukturu, nez Pdc-CD a také Pdc, a obsahuje také méné
hydrofobnich oblasti, do kterych se miize ANS navazat. Vice polarni okoli totiz zapfi¢inilo
zkraceni doby Zivota excitovaného stavu ANS u Pdc-ND. Z tabulky je také patrné, ze
sttedni doba Zivota celého Pdc je delsi, nez obou samotnych domén. To mtiZze nasvédcovat

tomu, Ze obé¢ domény mezi sebou interaguji a tim vytvareji oblasti, které nejsou natolik
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ptistupné okolnimu roztoku. V téchto méfenich byly pouzity mutantni formy Pdc, tedy

PdcQ52K a stejna mutace v ptipadé Pdc-ND.

5.2.5 Charakterizace Pdc pomoci malouhlového rozptylu rentgenového zaieni

(SAXS)

Dalsim logickym krokem k objasnéni struktury volného Pdc bylo ureni jeho
prostorové struktury. Jelikoz se ukdzalo, ze Pdc-ND ma vlastnosti IDP, nemélo smysl
takovyto protein krystalovat. Rozhodli jsme se pro urceni struktury proteinu s nizkym
rozliSenim za pouziti metody SAXS (viz kapitola 9.3), ktery umoziuje strukturni
charakterizaci i velmi flexibilnich proteint.

Guinierdv vynos (viz Obr. 5.12A — vlozeny obrazek, str. 65) poukazuje svou
linearitou na monodisperzitu vSech métenych vzorkd. Guinieriv vynos je linearni
v oblasti, pro kterou plati s‘Ry < 1,3, kde s je rozptylovy vektor a Ry je gyraéni polomér
Castice. Gyracni polomér castice byl vypocéten ze smérnice Guinierova vynosu a vychazi
36,5 — 37,0 A pro tii vzorky o rliznych koncentracich (viz Tabulka 5.4, str. 64), coz
nasvédcuje tomu, Ze ¢astice Pdc mé protahly tvar.

Z rozptylovych dat byla pomoci programu GNOM [180] vypoétena parova
distribu¢ni funkce vzdalenosti r dvou pozic v ramci molekuly p(r), ktera je zobrazena na
Obr. 5.12B, str. 65. Tato kiivka vykazuje maximum u 27 A a maximalni vzdalenost
v ramci molekuly Dpax = 120 - 129 A (viz Tabulka 5.4, str. 64). Vysoka hadnota Dpax
naznacuje, ze molekula Pdc v roztoku vykazuje velmi rozvolnénou strukturu, ktera je
s nejveétsi pravdépodobnosti dana rozvolnénou strukturou Pdc-ND a C-konce Pdc-CD.

Z intenzity rozptylu, méfené pii nulovém uhlu [(0), byla vypoétena teoreticka
molekulova hmotnost Pdc v jednotlivych vzorcich My ey (Viz Tabulka 5.4, str. 64), kde
index ,,exp“ odkazuje na hodnotu ziskanou experimentem. Tato hodnota velmi dobie
koreluje s teoretickou molekulovou hmotnosti PdcQ52K vypoctenou z aminokyselinové

sekvence PdcQ52K (30,16 kDa).
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Tabulka 5.4 Strukturni parametry fosducinu ziskané z méreni metodou SAXS

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
c (mg - ml™) 4,2 3,4 2,3
R, (A) 36,6+ 0,3 37,0+ 0,3 36,5+ 0,4
R, (A) 372+0,3 37,9+0,2 36,2+ 0,3
Dimax (A) 127 129 120
Myexo (KDa) 33+ 1 34+ 1 33+ 1

4Gyrac¢ni polomér ziskany vypodtem za pouziti Guinierovy aproximace [196].

®Gyracni polomér ziskany vypodtem za pouZiti programu GNOM [180].

‘Molekulovd hmotnost byla stanovena porovnanim intenzity rozptylu pii nulovém uhlu 1(0) vzorku
s referencnim roztokem obsahujicim hovézi sérovy albumin.

Pomoci Kratkyho vynosu (SZI(S) Vs S), ktery odrazi stupen kompaktnosti Castice, byla
odhadnuta celkova flexibilita molekuly Pdc. Kratkyho vynos (viz Obr. 5.12C, str. 65)
vykazuje znamky caste¢né usporadaného proteinu, coz se projevuje nizkym vrcholem
u malych hodnot s a naslednym pozvolnym nartistem s2I(s) u vyssich hodnot s.

K modelovani struktury Pdc na zakladé ziskanych SAXS dat bylo vyuzito dvou
ptistupti. Prvnim z nich bylo tzv. ab initio modelovani, které umoziuje ziskat tvar povrchu
molekuly s nizkym rozliSenim (tzv. molekulovou obalku). Finalni tvar povrchu molekuly
byl ziskdn zprimérovanim deseti samostatnych rekonstrukci a nasvédCuje tomu, ze
molekula Pdc tvofi protahly, tycinkovity utvar, kde jeden zjeho konct je Sirsi
a pravdépodobné se jedna o Pdc-ND, a druhy konec je uzs§i a pravdépodobné ptislusi
Pdc-CD, ¢emuz odpovida i jeho velikost. Vysledny obrazek tvaru povrchu molekuly Pdc je
zobrazen na Obr. 5.12D, str. 65.
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Obr.5.12 Strukturni charakterizace Pdc pomoci metody SAXS. (A) Obrdzek zobrazuje
rozptylovou kifivku ziskanou mérenim vzorku o koncentraci 4,2 mg - ml™*. Rozptylovd kiiivka
je zobrazena jako zavislost rozptylové intenzity I(s) na rozptylovém vektoru s. Vlozeny
obrdzek zobrazuje linearitu Guinierova vynosu, jako zavislosti In I = f{s°). Linearita
vypovida o monodisperzité vzorku. (B) Na grafu je vynesena pdrovad distribucni funkce
vzddlenosti r dvou pozic P(r) v ramci molekuly u vzorku o koncentraci 4,2 mg - mI'". Jednd se
o zavislost P(r) na vzdalenosti pozic R. Jak je patrné z grafu, nejvice zastoupeny jsou v ramci
molekuly vzdalenosti o hodnoté 2,7 nm, maximalni prostorova vzddalenost v ramci molekuly
Dmax odpovida vysoké hodnoté 12,9 nm. (C) Graf zobrazuje Kratkyho vynos zavislosti
I(s) - s° = 1(s). Maximum okolo 0,75 nm a ndsledny ndriist u vyisich hodnot s nasvédcuje
dudlnimu charakteru molekuly, kterda je Cdcastecné usporddand. (D) Zprimérovand
a filtrovand obdlka molekuly Pdc ziskand programem DAMMIN [181]. Uzsi spodni cast
svou velikosti odpovida Pdc-CD, §irsi cast tedy predstavuje obalku rozvolnéné struktury
Pdc-ND.

Druhy pfistup modelovani struktury Pdc vyuzival metodu EOM (viz kapitola 9.3).
U tohoto pfistupu byla Pdc-CD (residua 106 — 230) zafixovana jako nehybna doména,
a Pdc-ND (residua 1 — 105) byla ponechana jako flexibilni oblast, spolu s poslednimi
Sestnacti aminokyselinami v Pdc-CD (residua 231 — 246). Residua flexibilnich oblasti byla
modelovana jako koule o velikosti primérné aminokyseliny t€sn¢ uspotradané v fetézci za

sebou. Nejdiiv byl vytvofen soubor moznych konformaci molekuly Pdc (celkové 10 000
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konformert). Jednalo se 0 modely Pdc s nahodnymi konformacemi, ovSem s omezenimi
danymi primarni aminokyselinovou sekvenci. Genetickym algoritmem pak byl tento
soubor omezen na osmnact konformerti, které svymi teoretickymi rozptylovymi kiivkami
nejlépe prokladaji experimentalni SAXS kiivku (vzorek o koncentraci 4,2 mg - ml™).
Hodnota »% ktera vypovida o kvalité proloZeni (fitu), mé&la v tomto pripads velmi dobrou
hodnotu 0,98. Na Obr. 5.13A, str. 67, je zobrazeno prolozeni (Cervena Ccara)
experimentalnich dat (Cerna kiivka) daty ze souboru osmnacti vybranych konformert.
Metodou EOM byla také ziskdna hodnota gyra¢nich poloméri Ry jednotlivych konformert
a navic bylo provedeno porovnani Ry konformerti pocatecniho souboru (10 000
konformerti) s vybranym souborem osmnacti konformerd, jak je zobrazeno na Obr. 5.13B
na str. 67. ZObr. 5.13B je patrné, ze vybrany soubor ma mnohem uz§i rozsah Ry,
smnohem vys§i frekvenci vyskytu, nez pocatecni soubor 10 000 konformeri, coz
nasvédCuje vétsi kompaktnosti celé molekuly ve srovnani s pocateCnim souborem.
Maximalni hodnoty Ry bylo dosazeno u 34,2 A, coz piiblizné odpovida i hodnot& ziskané
z rozptylovych kiivek (viz Tabulka 5.4, str. 64). Obr. 5.13C na str. 67 pak ukazuje ¢tyfi
vybrané zastupce konformerti molekuly Pdc. Z Obr. 5.13C je patrné, ze Pdc-ND tvoii
rizné orientované, rozvolnéné struktury, jejichZz primeérem jsou ndmi ziskana data. To je
ukazano i na Obr. 5.13D na str. 67, kde jsou zobrazeny modelové rozptylové kiivky
jednotlivych reprezentativnich ¢tyf konformerd, kde zadny znich piesné neopisuje
ziskanou experimentdlni kifivku (modrd). Vybrané konformery vykazuji znacnou
variabilitu, coz nasvédCuje uz dfive nazna¢enému zavéru, ze Pdc-ND je v roztoku znacné
flexibilni. Podobné vysledky byly ziskdny pro vSechny tf1 vzorky, tedy i1 pro koncentrace
34a23mg- ml™

Alternativné byl pouzit jesté jeden piistup modelovani metodou EOM, kde byly
zafixovany ob¢ domény Pdc (tak jak byly pozorovéany v krystalové strukture komplexu Pdc
s GyBy [2]) spojené flexibilni spojkou. Ziskané hodnoty y* pro takto zvoleny model viak
vykazovaly mnohem vyssi hodnotu (1,51) ve srovnani s pfedchozim modelem, tedy horsi
shodu s experimentalnimi daty. ProloZeni experimentalnich dat kiivkou ziskanou z tohoto
modelu je zobrazeno na Obr. 5.13E na str. 67. Navic, Ry takto zvoleného modelu Pdc
vykazuje daleko vét§i hodnoty, nez by se dalo oc¢ekavat z pivodniho souboru konformert,

jak je ukazano na Obr. 5.13F na str. 67.
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Obr.5.13 EOM analyza SAXS dat mérenych na Pdc o koncentraci 4,2 mg - ml*. (A) Graf
zavislosti rozptylové intenzity I(s) na rozptylovém uhlu s zobrazuje srovnani ziskanych
rozptylovych dat (Cerna kirivka) s teoretickou rozptylovou kifivkou 18 konformeri Pdc,
ziskanou metodou EOM (Cervena kiivka). Obé kiivky se dobre prekryvaji, cemuz odpovida
i hodnota y* = 0,98. (B) Graf zavislosti frekvence vyskytu gyracnich polomérii Ry moznych
konformerii Pdc na hodnoté Ry Modra kiivka odpovida pocatecnimu souboru (10 000)
konformerit danych primarni aminokyselinovou sekvenci, cervend kiivka odpovida souboru
(18) konformerii vybranych metodou EOM tak, aby primer teoretickych rozptylovych kiivek
téchto konformerii nejlépe odpovidal namérenym datiim. (C) Ukdzka Ctyi reprezentativnich
trojrozmérnych  struktur Pdc vybranych ze souboru 18 konformerii. Cdst s dobre
definovanymi prvky sekundarni struktury predstavuje Pdc-CD, rozvolnény retizek pak Pdc-
ND. (D) Zobrazeni parové distribucni funkce P(r) pro ¢tyii jednotlivé konformery z éasti (C).
Z grafu je patrné, zZe zZadny z konformeri samostatné nedokdaze idealné reprezentovat
namérend data, pouze jejich primér se namerenym datium blizi. (E) Srovnani experimentalni
rozptylové kiivky (Cernd) s teoretickou rozptylovou krivkou 28 konformeri (Cervend),
ziskanou metodou EOM, kde jako model byl pouzit pripad dvou nehybnych domén. Jak je
patrné z obrdzku | z porovndni s casti (A), teoretickd data dobie neprokladaji data
namérend, cemuz odpovida i vyssi hodnota y* = 1,51. (F) Obdobny obrazek, jako v édsti (B)
poukazuje na Spatné zvoleny model dvou nehybnych domén, coz se projevuje i vétsimi
hodnotami Ry vybranych 28 konformerii, oproti pocatecnimu souboru (10 000 konformerii).
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Metodou SAXS tedy bylo prokazano, ze Pdc je pii pouzitych podminkach
monomerni a vykazuje rozvolnénou strukturu, piedevs§im diky rozvolnéné Pdc-ND, coz
potvrzuje vysledky ostatnich biofyzikalnich méfeni. V téchto méfenich byla pouzita
mutantni forma Pdc, tedy PdcQ52K.

5.2.6 Studium struktury Pdc pomoci nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Dalsi metodou, ktera umoziuje studium struktury flexibilnich proteini je NMR (viz
kapitola 9.4). Techniky NMR jsme pouzili pro potvrzeni vysledkt ziskanych
v piedchozich experimentech a pro ziskani detailnéjsi strukturni informace. Na Obr. 5.14
na str. 69 jsou zobrazena dv& piekryvajici se 2D *H-"N HSQC spektra, kde spektrum
s Cervenymi signaly odpovida celé molekule Pdc (piifazeno bylo 74 % celé sekvence
PdcQ52K) a spektrum scernymi signaly odpovida pouze Pdc-CD. Pro protein
s nesbalenou strukturou je typické, ze signaly v HSQC spektru jsou seskupeny uprostied
spektra a vykazuji Spatné rozliSeni. To lze pozorovat i u ¢erveného spektra Pdc. Shluk
signali uprostied odpovida Pdc-ND, ktera je znaéné nestrukturovana. Okolni, dobie
rozpoznatelné a separované signaly odpovidaji sbalené Pdc-CD. Ze spekter je také patrné,
ze signaly Pdc-CD se pfili§ nezménily (nezménily pozici a nevymizely) pokud byla
odstranéna Pdc-ND. To mtize nasvédCovat faktu, ze Pdc-ND nijak vyrazné neovliviiuje
strukturu Pdc-CD.

Dal$im zajimavym vysledkem z méteni NMR bylo zjiSténi, Ze molekula PdcQ52K
tvofi pfi koncentracich vétSich nez 200 uM oligomerni ¢astice. Tento fakt ndm znemoznil
méfit NMR data PdcQ52K ve vyssich koncentracich.

Na molekule Pdc byla také zkoumana jeho nachylnost ke tvorbé prvki sekundarni
struktury. Jelikoz byla tato studie provedena jak na samotném PdcQ52K, tak na jeho
fosforylované formé (-PP) a také na PdcQ52K-PP v komplexu s proteinem 14-3-3(AC,
Jsou tyto vysledky pro porovnani ukazany az v kapitole 5.3.7.
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Obr.5.14 Zobrazeni piekryvajicich se *H-N HSQC spekter PdcQ52K (Cervené signdly) a Pdc-
CD (Cerne signaly). Shluk signalii uprostied spektra odpovida nestrukturované Pdc-ND.

5.3 Biofyzikalni a strukturni charakterizace Pdc-PP a 14-3-3/Pdc-PP

5.3.1 Charakterizace pomoci analytické ultracentrifugace (AUC)

Metoda AUC byla pouzita k ziskani hodnoty zdanlivé disociaéni konstanty
komplexu Ky (metodou sedimentaéni rovnovahy) a k objasnéni stechiometrie komplexu
14-3-3(AC/PdcQ52K-PP (metodou sedimentaéni rychlosti). Na Obr. 5.15 na str. 71 jsou
zobrazeny vysledky z téchto méfeni. Obr. 5.15A zobrazuje ptiklady profilti absorpénich dat
ziskanych metodou sedimentac¢ni rovnovahy meétenych pii 280 nm pro smés proteinil
PdcQ52K-PP a 14-3-3(AC. Tyto tfi vybrané profily predstavuji data pro vzorek
s molarnim pomérem 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP = 2:1, kde dimer 14-3-3JAC vaze jednu
molekulu PdcQ52K-PP. Takto naméfena data byla globalné prokladana za pouziti spravné
zvoleného modelu vratné reakce PdcQ52K-PP + dimer 14-3-3JAC S
14-3-3(AC:PdcQ52K-PP, jak ukazuji dobie prolozena naméfena data (Cerna, Cervena,
modra ktivka). Pro danou smés byla naméfena data pfi tfech riznych otac¢kach rotoru
(8000, 15000 a 26 000 ot. - min.™). Z vysledki t&chto méfeni byla stanovena hodnota
zdanlivé disociacni konstanty Kg = 3 + 0,5 uM, coz nasvédcuje stiedné silné vazbé mezi

obéma vazebnymi partnery. Pod Obr. 5.15A je graf zavislosti odchylky namétenych dat od
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hodnot ziskanych globalnim proloZenim (hodnota 0). Z obrazku je patrné, ze odchylky jsou
rovnomeérné rozprostieny okolo hodnoty 0, coz vypovida o dobré shod¢ pouzitého modelu
s experimentalnimi daty.

Na Obr. 5.15B a C jsou zobrazeny vysledky z méfeni metodou sedimentacni
rychlosti. Obr. 5.15B zachycuje souvislé distribuce sedimentacnich koeficientti c(s) Ctyf
riznych vzorkd. V tomto piipadé¢ byl méfen vzorek 14-3-3CAC (modra kiivka), jehoz
vahov¢ zprimérovany sedimentaéni koeficient s,, dosahuje hodnoty 3,7 S. Dale byl méten
komplex 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP pro dva riuzné molarni poméry vazebnych partnerd,
konkrétné 2:1 a 2:2. Z Obr. 5.15B je patrné, ze v ptipadé poméru 2:2 (zelena kiivka)
vznikd jak komplex s pomérem 2:1, pro n¢jz samotny byla naméfena hodnota sy, = 4,0 S,
tak je pozorovan i zbytek nenavazaného PdcQ52K-PP s hodnotou s, okolo 2,0 S, coz je
hodnota odpovidajici hodnoté namétené pro samotny PdcQ52K (2,4 S). Tento vysledek
nasvédéuje tomu, ze ziskana stechiometrie komplexu 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP je 2:1, tedy
dimer proteinu 14-3-3 vaze jednu molekulu Pdc-PP. Navic vysledek poukazuje na podobné
hydrodynamické vlastnosti komplexu a samotného 14-3-3(AC, coz mulZe nasvédcovat
faktu, Ze neuspofadana Pdc-ND je zanotena do vnitiniho kanalu 14-3-3(AC.

Déle byl pomoci stejné metody zkouméan vyznam fosforylace obou fosforyla¢nich
mist (Ser54 a Ser73) pro vznik komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP v molérnim poméru
2:1. Byly pfipraveny dvé mutantni formy fosducinu (PdcQ52K, PdcQ52K S73A)
a piirozeny fosducin Pdc WT. V8echny tii formy byly fosforylovany pomoci katalytické
podjednotky PKA (viz [1]), takZze dosSlo k fosforylacim vSech tfi forem, které jsou
zobrazeny v Tabulce 5.5.

Tabulka 5.5 Fosforylace #% forem fosducinu pomoci PKA.

Fosforylace Serb4 Ser73
Pdc WT x v
PdcQ52K S73A v x
PdcQ52K v v

Z Obr. 5.15C na str. 71 je patrné, ze vznik komplexu se stejnou hodnotou Sy, jako
v ptipadé¢ Obr. 5.15B, byl pozorovan pouze pro vzorek obsahujici oba soucasné
fosforylované seriny (Ser54 a Ser73), coz vypovida o dulezitosti fosforylace v obou téchto
mistech pfi in vitro tvorbé komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP. Signal odpovidajici Sy

okolo 2,0 S odpovida volnym formam fosducinu. Z obrazku je také patrné, Ze k urcité
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tvorbé komplexu v ptipad¢ jednofosforylovanych forem dochazi, ovsem sila jejich vazby
je nizsi, nez v ptripad¢ obou fosforylovanych mist. Je na misté se tedy domnivat, Ze obé&

fosforylaéni mista je nutno fosforylovat i pro tvorbu komplexu in vivo.
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Obr. 5.15 Analyza vzorkit za pouziti metody AUC. (A) Metodou sedimentacni rovnovahy byla
ziskana data a vynesena do grafu zavislosti absorbance mérené pri 280 nm na poloméru
otaceni r, tedy vzdalenosti od stiedu rotace. Byl meren vzorek komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-
PP o koncentracich 60/30 uM, pri trech riznych otackach rotoru. Data (barevné sférické
utvary) byla globalné prolozena (t7i barevné linie). Graf niZe zobrazuje kvalitu prolozeni dat,
tedy odchylku namérenych dat od dat prolozenych pri dané hodnoté r. Ziskana hodnota Ky
vysla 3 £ 0,5 uM. (B) Metodou sedimentacni rychlosti byl zkoumdn moldrni pomér
Jjednotlivych komponent v proteinovém komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP. Byly pripraveny
vzorky smési fosducinu s proteinem 14-3-3 o koncentracich 30, respektive 60uM, a 60,
respektive 60uM, a zméieny pii 48 000 ot. - min.* Data byla vynesena do grafu zavislosti
souvislé distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) na hodnoté sedimentacnich koeficientil.
Obrdzek ukazuje, Ze stechiometrie komplexu 14-3-3(AC:PdcQS2K-PP je 2:1 (modra linie),
nikoli 2:2 (zelend linie), coz se projevuje pridavnym signdlem volného PdcQ52K-PP okolo
hodnoty s,, ~ 2 S. (C) Metodou sedimentacni rychlosti byl zkoumdn vyznam fosforylace obou
fosforylacnich mist (Ser54a Ser71) vzhledem K vazbé se 14-3-3{AC. Byly pripraveny vzorky
14-3-3/Pdc-P(P) o koncentracich 60/30uM a zméieny pii 42 000 ot. - min.™* Dvé formy Pdc
byly fosforylovany pouze na jednom ze dvou serini, tieti forma obsahovala obé fosforylovanad
mista. Cernd linie (obé fosforylovand mista) ukazuje, Ze komplex je in vitro tvoren v pripadé
obou fosforylovanych mist, zatimco Cervenda a modra linie (jedno fosforylované misto)
ukazuje, Ze se tvori komplex s mnohem niZsi afinitou obou vazebnych partnerii a signdl
o hodnoté sy, ~ 1,9 S odpovida nevazanym formdam fosducinu.
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Dale byl zkouman podil jednotlivych domén Pdc (Pdc-CD a Pdc-ND) na vazbé
s proteinem 14-3-3(AC. Metodou sedimentacni rychlosti byly ziskany isotermy pro
jednotlivé smési, z nichz bylo mozné ziskat hodnoty zdanlivych disocia¢nich konstant Ky
ovlivnénych hydrodynamickymi vlastnostmi jednotlivych komplexti/komponent. I pies
fakt, Ze vysledky jsou ovlivnény, postacily tyto k dobrému odhadu a porovnani
jednotlivych smési. Vzorky sestavaly vzdy ze 14uM 14-3-3JAC a formy fosducinu
(PdcQ52K-PP, Pdc-ND-PP a Pdc-CD) vzdy o koncentracich v rozmezi 0,7 az 70uM tak,
aby stechiometrické molarni poméry odpovidaly hodnotam 14-3-3:fosducin = 20:1, 6:1,
2:1, 2:3 a 1:5. Z distribuci c¢(s) (viz vlozené grafy na Obr. 5.16, str. 73) byly nasledné
ziskany hodnoty vazenych sedimenta¢nich koeficienta s, smési. Tyto hodnoty byly
vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci fosducinu Crosgucin, jaK je zobrazeno na Obr.
5.16. Data byla prokldddana na zdkladé¢ Langmuierova vazebného modelu, kde byl
uvazovan molarni pomér 14-3-3:Pdc (Pdc-ND, Pdc-CD) = 2:1. Model s touto stechiometrii
nejlépe souhlasil s experimentalnimi daty. Z vlozeného grafu na Obr. 5.16A je ziejmé, Ze
u vzorku se stechiometrickym pomérem 14-3-3:Pdc = 2:1 (modra linie) neni veskery
Pdc-PP navazan v komplexu. To je zplsobeno nizkou koncentraci obou vazebnych
partner vV daném vzorku, kterd vede k pfitomnosti jak volné, tak vazané formy Pdc-PP.
Z Obr. 5.16 je patrné, ze vazba samotné fosforylované Pdc-ND-PP s proteinem 14-3-3JAC
je silngjsi (Kg = 3 £ 2uM), nez vazba celého PdcQ52K-PP (K4 = 7 + 2uM). To muze
nasvédCovat faktu, Zze Pdc-CD interaguje s Pdc-ND-PP a pfitomnost Pdc-CD snizuje
ptistupnost fosforylovanych residui Pdc-ND-PP K vnitinimu kanalu 14-3-3CAC. Samotna
Pdc-CD nevykazovala vazbu s proteinem 14-3-3(AC, 1z c¢ehoz vyplyva, ze se
pravdépodobné in vitro na stabilit¢ komplexu nijak vyznamné nepodili. Dale 1ze usuzovat,

Ze na tvorb€ komplexu ma majoritni vyznam Pdc-ND-PP.
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Obr.5.16 Zobrazeni vysledkii z AUC, metody sedimentacni rychlosti (pfi 48 000 ot. - min. %), pri
studiu viivu jednotlivych domén Pdc na tvorbu komplexu. Grafy zobrazuji zavislost vazeného
sedimentacniho koeficientu s, na koncentraci formy fosducinu Cisqucin 0bsazené ve smési
s proteinem 14-3-3{AC. Koncentrace 14-3-3(AC byla vidy 14uM a koncentrace jednotlivych
forem fosducinu od 0,7 do 70uM tak, aby moldarni pomér 14-3-3:fosducin odpovidal
hodnotam 20:1 (Cerna), 6.1 (Cervena), 2:1 (tmavé modra), 2.3 (zelend) a 1:5 (svétle modra).
Viozene grafy predstavuji distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) pro jednotlive molarni
pomery smési. Zobrazené grafy jsou ukazany pro komplexy s PdcQ52K-PP (A), Pdc-ND-PP
(B) a Pdc-CD (C).

5.3.2 Charakterizace pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS)

Vysledky  AUC
14-3-3(AC/PdcQ52K-PP (sy = 4,0 S) jsou podobné, jako v ptipadé samotného 14-3-3CAC

naznaCuji, Ze¢  hydrodynamické vlastnosti ~ komplexu
(sw = 3,7 S). Tento fakt mlize poukazovat na proces vnoteni nestrukturované flexibilni
Pdc-ND do centralniho kanalu dimeru proteinu 14-3-3(AC (viz Obr. 2.7 na str. 36). Pro
ovéieni hydrodynamickych vlastnosti proteinii byla zvolena metoda DLS. Vysledky

metody jsou zobrazeny v Tabulce 5.6.

Tabulka 5.6 Hydrodynamické polomeéry Ry proteinit mérenych metodou DLS

N ] 1433(AC+ | 14-3-3AC +
1433(AC | PdcQS2K | PdcQB2K-PP | Tpictl T | P
Ruoe (A) | 366205 374203 382+ 0.5 369+ 0.1 442106
Rueor.” (A) 25,4 20,6 20,6 - 29,3
©
My 56896, 0° 30161,4° 30161,4° ; 87021.5'
(g - mol)

®Hydrodynamické poloméry ziskané méfenim DLS. Hodnoty odpovidaji stfedni hodnoté + smérodatna
odchylka z péti méfeni.

bHydrodynamické poloméry ziskané teoretickym vypoctem rigidniho sférického dehydratovaného proteinu
ziskaného z rovnice Ry[protein] = 66 - 102 - M,**, kde M,, je molekulova hmotnost (g - mol™) [197].

‘Molekulova hmotnost M,, vypoétena na zakladé aminokyselinové sekvence s obsahem 6x His kotvy.

*Molekulova hmotnost dimeru 14-3-3CAC obsahujiciho dvé N-terminalni 6x His kotvy.

*Molekulova hmotnost bez prvniho methioninu obsazeného v 6x His kotve.

"Molekulova hmotnost bez prvniho methioninu obsaZeného v 6x His kotvé PdcQ52K, a dimeru 14-3-3(AC
obsahujiciho dv& N-terminalni 6x His kotvy.
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Z Tabulky 5.6 na str. 73 je patrné, ze ackoli ma dimer 14-3-3(AC téméf
dvojnasobnou molekulovou hmotnost oproti PdcQ52K, hodnoty jejich Ry jsou velmi
podobné (36,6 A, respektive 37,4 A), coz potvrzuje rozvolnénost molekuly PdcQ52K
a kompaktnost dimeru 14-3-3CAC. Tabulka 5.6 také dokazuje, Ze nefosforylovany Pdc
netvoii komplex se 14-3-3 proteinem, coz lze vidét v poslednich dvou sloupcich, kde
naopak vznik komplexu je zaznamenan nartistem Ry (44,2 A). Z Tabulky 5.1 na str. 59 také
vime, Ze nejvétsi podil na Ry fosducinu ma Pdc-ND (35,4 A). Pii tvorbé komplexu
14-3-3LAC/PdcQ52K-PP se hodnota Ry PdcQ52K-PP zméni z hodnoty 38,2 A na hodnotu
komplexu 44,2 A. Tato zména potvrzuje vysledky ziskané metodou AUC, tedy Ze Pdc-ND
je pfi tvorbé komplexu pravdépodobné vnotena do centralniho kanalu 14-3-3CAC. Rozdil
experimentalnich a teoretickych hodnot Ry poukazuje na fakt, Ze fosducin je znaéné

nesymetrickd molekula.

5.3.3 Studium konformaé¢niho chovani Pdc a 14-3-3(AC/Pdc-PP pomoci metod

fluorescencni spektroskopie

Pro detailngjsi popis strukturnich zmén tykajicich se vzniku komplexu a samotné
fosforylace fosducinu, byla zvolena méteni casové-rozliSeného dohasinani intenzity
fluorescence. Na Obr. 5.17 jsou schematicky zobrazena mista, na kterych se nachazi
fluorofor Trp zbytku (W), nebo mista (postranni fetézce Cys zbytkl), ktera byla oznacena
sondou 1,5-IAEDANS (C). Jedna se fluorofory, které byly pouzity Vv nasledujicich

experimentech.

N-terminalni doména C-terminalni doména
Ll
P

Cc89 Cor C148 C157 C168

Obr.5.17  Schematické zndzornéni pozic pouzitych fluoroforii v molekule fosducinu. Molekula
fosducinu je barevné rozdélena na Pdc-ND a Pdc-CD. Tryptofanové zbytky jsou zndzornény
jako zZluté pruhy, mista (postranni retézce Cys zbytkit) oznacenda pomoci 1,5-IAEDANS jsou
zndzornéna cervene.

N
v

5.3.3.1 Dohasinani fluorescence AEDANS

Molekula fosducinu (PdcQ52K) obsahuje celkem pét cysteinid (v Pdc-ND Cys89,
Cys97, v Pdc-CD Cys148, Cys157 a Cysl68, viz téz Obr. 5.17), které byly kovalentné
modifikovany fluorescenéni znackou (IAEDANS) =za odstépeni jodovodiku HI
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(= proteinovy Cys-AEDANS + HI). Pomoci méfeni casové-roliSeného dohasinani
intenzity fluorescence lze zjistit dobu Zivota excitovaného stavu fluoroforu (viz kapitola
9.1.3) a jeji zménu, jakozto silnou indikaci zmény polarity mikrookoli fluoroforu. V ramci
experimentu byly pfipraveny vzorky mutantnich forem PdcQ52K obsahujici pouze jeden
Cystein (ostatni cysteiny byly mutovany na Ala). Nasledovalo méfeni jednotlivych forem
fosducinti, dale jejich fosforylovanych forem a nasledné komplexti fosducinu se
14-3-3¢AC. Vsechny AEDANS skupiny vykazovaly emisni dohasinani s multimodalnimi
distribucemi, proto byla pro monitorovani zmén v mikrookoli fluoroforu po fosforylaci
a vazb¢ 14-3-3(AC zvolena stfedni doba Zivota excitovaného stavu tmean (Viz Kkapitola
9.1.3). Ziskana data byla vyhodnocena metodou maximalni entropie [198]. Vysledky

z méfeni jsou zobrazeny v Tabulce 5.7 a na Obr. 5.20 na str. 82.

Tabulka 5.7 Hodnoty stiednich dob Zivota tmean AEDANS skupin vdazanych na cysteinech

Mutantni forma PdcQ52K \zorek rmeina'b (ns)
ne-PP 15.00
Ne-PP + 14-3-3 15.01
Sy PP 14,67
PP + 14-3-3 15,52
ne-PP 15.28
ne-PP + 14-3-3 15.28
SR PP 14,73
PP + 14-3-3 15.33
ne-PP 15.70
ne-PP + 14-3-3 15,51
CyEL PP 14.99
PP + 14-3-3 15.14
ne-PP 14,70
ne-PP + 14-3-3 14,69
CELel PP 14.13
PP + 14-3-3 14,32
ne-PP 15,43
ne-PP + 14-3-3 15,42
S PP 14,92
PP + 14-3-3 15,44

8Smérodatna odchylka < 0,05 ns.
*Hodnota stfedni doby Zivota Tmean byla vypoctena podle rovnice 9.10 na str. 222.

Z Tabulky 5.7 je patrné, ze samotnd fosforylace mutantnich forem PdcQ52K
obsahujicich pouze jeden cysteinovy zbytek vzdy zplsobila zkraceni tyean daného

fluoroforu, coz vypovida, v piipadé AEDANS, o zvySeni polarity v mikrookoli téchto
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fluorofort a tudiz jejich rychlej§imu dohasinani. Nejvétsi rozdil byl piekvapiveé pozorovan
u mutantni formy obsahujici Cys148, ktery se nachazi v Pdc-CD, coz mize nasvédCovat
faktu, Ze Pdc-CD interaguje s Pdc-ND-PP, kde -PP znaci fosforylaci na Ser54 i Ser73.
Naopak zvySeni tmean bylo pozorovano pii tvorbé komplexu, porovname-li je
s fosforylovanymi formami fosducinu ve vSech ptipadech, coz vypovida o snizeni polarity
v mikrookoli fluoroforu AEDANS, tedy s nejvétsi pravdépodobnosti snizeni pristupnosti
fluorofort okolnimu roztoku jejich zakrytim casti/Castmi vazebného partnera, ¢i sebe
samého, jako dusledek strukturni zmény pii vazbé. Z tohoto Ize usuzovat na piimy fyzicky
kontakt proteinu 14-3-3 s ozna¢enymi misty fosducinu, nejvice pak u Cys89, Cys97, ale
také Cys168, ktery se nachazi v Pdc-CD. Je vhodné pfipomenout, Zze Cys89 a Cys97, jsou
obsazeny v a-helixu 3 Pdc, ktery je zapojen do vazby s Gif. Vazba 14-3-3 tedy muze mit

na tyto oblasti vliv a ovliviiovat tak vazbu s Gif.

5.3.3.2 Dohasinani intenzity tryptopfanové fluorescence

Pfirozené se vyskytujici krysi forma fosducinu (Pdc WT) obsahuje pouze jeden
tryptofanovy zbytek 29 (Trp29). Stejné tak i mutantni forma PdcQ52K, ktera byla pouzita
pro tato méfeni, obsahuje pouze tento tryptofanovy zbytek. Z Obr. 5.17 na str. 74 je patrné,
ze cysteinové zbytky obsazené v molekule fosducinu pokryvaji pouze malou Cast
sekvence. Bylo tedy logické prozkoumat podobnym zpisobem i oblasti, které jsou
Z biochemického pohledu zajimavé, konkrétné Trp29, ktery pravdépodobné hraje roli
v inhibici fosfolipasy C isoformy £, [89] a zaroven se prostorové nachazi v blizkosti obou
fosforyla¢nich mist pottebnych pro tvorbu komplexu s proteinem 14-3-3 (Ser54, Ser73) [2,
77] a sumoyla¢niho mista Lys33 [143]. Trp29 je obsazen v a-helixu 1, ktery tvofi rozsahly
vazebny povrch s Gy [2]. Také nas zajimala Pdc-CD, jelikoz z méfeni ¢asové-rozliseného
dohasinani intenzity fluorescence AEDANS se ukazalo, ze pii vazbé 14-3-3 dochazi ke
zvySeni hodnoty stfedni doby zivota excitovaného stavu tmean AEDANS navazaného na
Cys168. Vzhledem k tomu, ze Pdc-CD muze hrat urcitou roli v transkripci dulezitych gent
interakci s proteinem CRX [68, 69], mtze dochazet k jeji fosforylaci pomoci GRK2 kinasy
[67] a dale by mohla interagovat s proteinem SUG1 [70], byl také studovan vliv vazby
14-3-3 na jeji strukturu.

Pro potieby tryptofanovych fluorescencnich méfeni byly pfipraveny Ctyii
tryptofanové mutantni formy fosducinu PdcQ52K (mutace W29F Y93W, W29F F107W,
W29F F123W, W29F F208W) obsahujicich vzdy po jednom tryptofanovém zbytku. S nimi
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byly provedeny méfeni cCasové-rozlisSeného dohasinani intenzity fluorescence, jako
Vv ptedchozim piipadé¢ (viz kapitola 5.3.3.1) pouze s tim rozdilem, ze byla pouzita mutantni
forma 14-3-3(noW neobsahujici tryptofany. U vSech studovanych mutantnich forem Pdc
dochazelo ke komplikovanému multiexponencidlnimu dohasinani tryptofanové
fluorescence, proto byla Kk interpretaci dat opét pouzita stfedni doba Zivota excitovaného
stavu fluoroforu zpean. Ziskana data byla vyhodnocena metodou maximalni entropie [198].

Vysledky z méteni jsou shrnuty v Tabulce 5.8 a zobrazeny na Obr. 5.22 na str. 85.

Tabulka 5.8 Hodnoty tmean pro vzorky obsahujici jeden tryptofanovy zbytek

Mutantni forma PdcQ52K Vzorek rmegna’b (ns)

ne-PP 3,9

W29 PP 3,8
PP + 14-3-3° 42

ne-PP 4,3

W93 PP 4.1
PP + 14-3-3° 4.4

ne-PP 4,9

W107 PP 4,9
PP + 14-3-3° 5,0

ne-PP 4,5

W123 PP 4,3
PP + 14-3-3° 43

ne-PP 4,6

W208 PP 42
PP + 14-3-3° 44

4Smérodatna odchylka < 0,05 ns.
Hodnota stiedni doby Zivota zmean byla vypodtena podle rovnice 9.10 na str. 222.
Pro méfeni byla pouZita mutantni forma proteinu 14-3-3¢, 14-3-3¢noW (mutace W59F a W228F).

Vysledky z Tabulky 5.8 jsou analogické vysledkim z Tabulky 5.7 ze str. 75
s navazanymi fluorescenénimi znackami AEDANS. Samotna fosforylace fosducinu vedla
ke snizeni tyean Ve vSech piipadech, kromé formy W107, coz poukazuje na zménu polarity
v mikrookoli tryptofanovych zbytki, tedy jejich lepSi pfistupnosti rozpoustédlu
a rychlej$imu dohasinani. Nejvétsiho sniZzeni bylo dosazeno u W93, W123 a také W208,
ktery se nachazi v Pdc-CD. Naopak vazba 14-3-3 vedla ke zvySeni tmean tryptofanovych
zbytkti Pdc-PP, kromé mutantni formy s W123. ZvySeni tmean by mohlo byt disledkem
snizeni polarity v mikrookoli téchto tryptofanovych zbytkt diky jejich vétsimu zastinéni
pred polarnim rozpoustédlem zptuisobenému piekryvem proteinem 14-3-3, nebo sebou
samym jako dusledek strukturnich zmén zpusobenych vazbou 14-3-3. Z téchto vysledk,

spole¢né s vysledky ziskanymi méfenim s AEDANS, lze fici, ze samotna fosforylace ma
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vliv na strukturu rtznych oblasti molekuly Pdc a to jak v ramci Pdc-ND, tak i Pdc-CD.
Naopak vazba proteinu 14-3-3 zpusobuje strukturni zmény vedouci k niz§i piistupnosti
fluoroforu, coz naznacuje na fyzicky kontakt Pdc-PP s proteinem 14-3-3. Vazby se ucastni
jak Pdc-ND-PP, kde jsou obsaZzena obé fosforyla¢ni mista nutna pro vazbu, tak Pdc-CD.
Pdc-ND-PP i Pdc-CD mezi sebou in vitro interaguji, coz signalizuje pokles zyean W208,
C148, C157 i C168 po fosforylaci.

5.3.4 Studium flexibility Pdc a 14-3-3(AC/Pdc-PP pomoci poklesu anizotropie

fluorescence
5.3.4.1 Pokles anizotropie fluorescence AEDANS

M¢éfeni cCasové-rozliseného dohasinani intenzity fluorescence naznalilo, Zze pii
fosforylaci Pdc i jeho vazb& s proteinem 14-3-3 dochazi ke strukturnim zménam
v molekule Pdc. Je logické se domnivat, ze kontakty proteinu 14-3-3 s Pdc-PP ovlivni
pohyblivost segmentli, které se ucastni téchto interakci. Proto byly v dal§im kroku
zkoumény segmentalni pohyby téchto segmentd. K tomuto ucelu poslouzila méteni
¢asové-rozliseného poklesu anizotropie fluorescence. Anizotropie fluorescence vyjadiuje
miru depolarizace polarizovaného fluorescenéniho zafeni a jeji zmény lze pouzit ke
sledovani zmén pohyblivosti fluoroforu. Pro tato méfeni byly vyuzity stejné vzorky, jako
Vv ptipadé méteni dohasinani intenzity fluorescence (viz kapitola 5.3.3.1). VSechny méfené
mutantni formy Pdc oznatené AEDANS vykazovaly komplexni pokles anizotropie (tedy
takovy, ktery nelze popsat monoexponencieln¢). Pro kazdou z AEDANS skupin byly
nalezeny ¢tyfi tiidy rotacnich korelacnich Cast, které prisluSely riznym typim pohybi
AEDANS navézanych kovalentné k cysteinovym zbytklim Vv riznych pozicich Pdc. Kratké
korelacni casy (okolo 500 ps a 3 ns) odpovidaji spiSe rychlym lokalnim pohybim
AEDANS skupin. Casy vrozmezi 8 — 25 ns odpovidaji rotaénim difuznim pohybiim
velkych rigidnich domén Pdc (pravdépodobné Pdc-CD apod.) a Casy > 50 ns pftislusi
celkové rotaci molekuly Pdc. V Tabulce 5.9 na str. 79 jsou zobrazeny vysledky z téchto

méreni.
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Tabulka 5.9 Vysledky z mereni poklesu anizotropie fluorescence AEDANS

Mutant b b b
PdcQ52K Ve pr (ﬁls) a (ﬁzs) ps (ﬁss) pe (ﬁg)
ne-PP 0.027 | 04 | 0093 | 25 | 0078 | 13 | 0032 | >50
oysgo | ePP+ 1433 [00a4 [ 05 |0005 | a0 [ooes | 16 | 0025 [ >50
T 0,029 | 04 | 0092 21 0066 8 |0043 ] 550
PP+ 1433 | 0,013 | 03 | 0076 | 21 | 0066 | 9 | 0075 | >50
ne-PP 0,054 | 0,5 | 0083 | 33 | 0056 | 12 ]| 0037 | 550
oysg7 | nePP+ 1433 (0035 | 04 |ooo0| 25 [ooso| 11 [0046 | >50
PP° 0,052 | 05 | 0,09 | 25 | 0066 | 15 | 0016 | >50
PP+ 1433 | 0,052 | 05 | 0076 | 33 | 0055 | 15 | 0,047 | >50
ne-PP 0,006 | 03 | 0088 | 27 | 0071 | 12 ] 0065 | >50
oysia | e+ 1433 [ 0022 [ 05 {0077 [ 30 Joora| 12 |o0s7 [ >50
PP° 0.023 | 04 | 0078 | 25 | 0084 | 11 ] 0045 | >50
PP+ 1433 | 0,011 | 03 | 0075 | 21 | 0083 | 10 | 0,061 | >50
ne-PP 0,023 | 05 | 0,094 | 30 | 009 | 18 | 0017 | >50
oysts7 | -mePP 1453 (0034 [ 07 0080 | 27 |ot00| 19 [o016 | >50
PP° 0.045 | 0,6 | 0100 | 33 | 0071 | 18 | 0014 | >50
PP+ 1433 | 0,038 | 04 | 0124 | 30 |0034| 23 | 0034 | >50
ne-PP 0,032 | 0,6 | 0109 | 27 | 0079 | 25 ] 0010 | >50
Cyste | _mePP 1453 (0020 [ 05 0000 | 27 J0087 | 15 [o0015| >50
PP 0,047 | 05 | 0,098 | 27 | 0075 | 15 ] 0010 | >50
PP+ 1433 | 0,022 | 03 | 009 | 27 | 0071 | 18 | 0,041 | >50

4Smérodatna odchylka < 0,01.
Smeérodatnéa odchylka < 20 %.
“Oznadeni PP zna&i fosforylaci na obou fosforylaénich mistech Pdc (Ser54, Ser73).

Rychlym pohyblim byly pfifazeny amplitudy f1 a f», které predstavuji piispévek
daného rota¢niho korelaéniho Casu ¢;, respektive ¢, k celkové anizotropii fluorescence.
Amplitudy byly ziskany metodou maximalni entropie (MEM) [198]. Pro oba typy rychlych
pohybul byla zvolena amplituda fshort (Short, z angl. kratky) jako soucet amplitud f1 a fo,
a predstavovala miru zmén v segmentalni pohyblivosti jednotlivych AEDANS véazanych
fluorofort. Fosforylace zvysila flexibilitu AEDANS vézanych na Cys157 a trochu také na
Cys97, jak lze vidét v Tabulce 5.9 a Obr. 5.20 na str. 82 z narGstu hodnot Sshort Mezi
fosforylovanou a nefosforylovanou formou fosducinu. Vazba 14-3-3 naopak flexibilitu
snizila u vSech segmentli oznatenych AEDANS (nejvice u Cys89 a Cys168), kromé
Cysl57, coz lze opét vidét v poklesech, respektive nartstu hodnoty PSBsport Oproti
fosforylované formé Pdc-PP. Pro pomalé pohyby zahrnujici celkovou rotaci molekuly (¢4)
byly pfifazeny pouze malé hodnoty amplitud £, (0,010 — 0,065) kvili vysoké lokalni
pohyblivosti AEDANS skupin, coz vedlo k téméef okamzité kompletni depolarizaci

emitovaného =zafeni. V roztoku se kromé vzorku vyskytovaly i agregaty, kterym
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odpovidaly hodnoty amplitud 4 ~ 0,01 — 0,02, proto nebylo mozné ptesné urcit hodnoty ¢4
a nebylo s nimi pfi vyhodnocovani po¢itano.

Na Obr. 5.18 a 5.19 na str. 80 a 81 je zobrazen pokles anizotropie fluorescence pro
mutantni formy fosducinu obsahujici pouze Cys89, respektive Cys168, pro vzorky
obsahujici nefosforylovany fosducin, jeho fosforylovanou verzi (Obr. 5.18A, 5.19A na str.
80 a 81) a nasledné¢ zménu dohasinani anizotropie po vazbé proteinu 14-3-3(noW (Obr.
5.18B, 5.19B na str. 80 a 81). Z obou obrazku Ize vidét, ze samotna fosforylace zptsobila
malé zvySeni rychlosti poklesu anizotropie jednotlivych AEDANS skupin, coz vypovida
0 jejich vétsi pohyblivosti, jak bylo feceno vySe. Naopak vazba proteinu 14-3-3 zptisobila
snizeni rychlosti poklesu anizotropie fluorescence, coz vypovida o0 snizeni flexibility obou
fluoroford. Pii smichani nefosforylované formy fosducinu se 14-3-3CAC (Obr. 5.18C
a 5.19C na str. 80 a 81) nedoslo ani v jednom piipadé¢ ke zméné v rychlosti poklesu
anizotropie fluorescence, takze pritomnost 14-3-3AC nema vliv na anizotropii mutantnich

forem nefosforylovaného PdcQ52K.
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Obr.5.18 Zména v rychlosti poklesu anizotropie fluorescence AEDANS u mutantni formy
PdcQ52K obsahujici jeden cysteinovy zbytek Cys89. (A) Efekt fosforylace na pokles
anizotropie  fluorescence AEDANS. Plna  kolecka (®) predstavuji  anizotropii
nefosforylovaného fosducinu, prazdna kolecka (O) fosforylovaného fosducinu. (B) Efekt vazby
proteinu 14-3-3Z4C na pokles anizotropie fluorescence AEDANS. Prdazdna kolecka (O)
predstavuji  anizotropii  fosforylovaného fosducinu, plnd kolecka (®) fosforylovaného
fosducinu po vazbé se 14-3-3C4AC. (C) Vliv vazby 14-3-3{4C na nefosforylovany fosducin je
nulovy. Prdzdnd kolecka (O) predstavuji anizotropii nefosforylovaného fosducinu, plnd
kolecka (®) nefosforylovaného fosducinu po smichani se 14-3-3(AC.
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Obr.5.19 Zmeéna v rychlosti poklesu anizotropie fluorescence AEDANS u mutantni formy
PdcQ52K obsahujici jeden cysteinovy zbytek Cysl68. (A) Efekt fosforylace na pokles
anizotropie  fluorescence AEDANS. Plna kolecka (®) predstavuji  anizotropii
nefosforylovaného fosducinu, prazdna kolecka (O) fosforylovaného fosducinu. (B) Efekt vazby
proteinu 14-3-3{AC na pokles anizotropie fluorescence AEDANS. Prdzdnd kolecka (O)
predstavuji anizotropii  fosforylovaného fosducinu, plnd kolecka (®) fosforylovaného
fosducinu po vazbé se 14-3-3{AC. (C) Vliv vazby 14-3-3{AC na nefosforylovany fosducin je
nulovy. Prazdna kolecka (O) predstavuji anizotropii nefosforylovaného fosducinu, plnd
kolecka (®) nefosforylovaného fosducinu po smichani se 14-3-3(AC.

Obrazek 5.20 na str. 82 predstavuje shrnuti vysledki z méfeni ¢asové-rozliseného
dohasinani intenzity fluorescence a poklesu anizotropie fluorescence AEDANS a dikaz, ze
vazba 14-3-3(AC ovliviiuje strukturu fosducinu v jeho Pdc-ND-PP i Pdc-CD a to ptimo,
skrz fyzicky kontakt. Na tomto obrazku jsou zobrazeny zmény stfedni doby Zivota
excitovaného stavu tpean jednotlivych AEDANS skupin navazanych na cysteinovych
zbytcich mutantnich forem PdcQ52K obsahujicich jediny cysteinovy zbytek a to jak po
fosforylaci (Obr. 5.20A), tak po vazbé& proteinu 14-3-3(AC (Obr. 5.20B). Na obrazku jsou
také zobrazeny celkové zmény v amplitudéch rychlych pohybd (fshort) pro vyse zminéné
vzorky. Z Obr. 5.20A lze vidét, ze pokles V Tmean, zptisobeny fosforylaci fosducinu, byl
pozorovan u vSech AEDANS pozic, nejvic pak u Cys148, ktery se nachazi v Pdc-CD.
Nejvys$si nartist v Sshort byl pozorovan u Cys157, ktery se také nachazi v Pdc-CD. Vazba
14-3-3¢AC naopak zptisobila nartst zmean Ve vSech piipadech, jak 1ze vidét na Obr. 5.20B,
nejvice v pozicich Cys89, Cys97 v Pdc-ND a Cys168, ktery se nachazi v Pdc-CD. Poklesy
Pshort byly pozorovany ve vSech ptipadech, kromé Cysl157, jak jiz bylo zminéno vysSe.
Nejvétsi poklesy byly opét pozorovany jak v Pdc-ND-PP (Cys89), tak v Pdc-CD (Cys168).
Opacny trend Vv Tmean @ Bshort Vypovida o pozitivni korelaci mezi segmentalni flexibilitou
a ptistupnosti AEDANS skupin okolnimu (polarnimu) roztoku. Zvyseni tmean AEDANS
totiz odpovida niz$imu vystaveni fluoroforu okolnimu roztoku, coz je pravdépodobné

zpusobeno primym fyzickym kontaktem fluoroforu s proteinem 14-3-3{AC, nebo s jinou
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casti molekuly Pdc, a tento proces vede zarovenl ke snizeni flexibility pftislusného

segmentu, coz se projevi snizenim hodnoty Ssport.
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Obr.5.20 Zobrazeni zmén ve stirednich dobdch Zivota excitovaného stavu Tmean AEDANS
navazanych na cysteinovych zbytcich fosducinu (Pdc, konkrétné PdcQ52K) v riznych pozicich
(Cys89, Cys97, Cysl48, Cysl57 a Cysl68) a celkovych zmén Vv amplitudach rychle se
pohybujicich komponent AEDANS (Bshort = 1 + ) ziskanych pomoci metody maximalni
entropie [198] z dat poklesu anizotropii fluorescence. (A) Zmény vyvolané fosforylaci
fosducinu (Pdc-PP) na Ser54 a Ser73. (B) Zmény indukované vazbou 14-3-3{AC na
fosforylovany fosducin.

5.3.4.2 Pokles anizotropie tryptofanové fluorescence

Stejné jako Vv ptipadé fluorofordt AEDANS vazanych na jednotlivé cysteinové zbytky
fosducinu byl proméfen i ¢asové-rozliseny pokles anizotropie fluorescence tryptofanovych
zbytkli obsazenych v molekule fosducinu, jako logické vyusténi faktu, Zze fosforylace
fosducinu a jeho vazba s proteinem 14-3-3(noW vedla ke zménam hodnot stfedni doby
Zivota excitovaného stavu tmean jednotlivych tryptofanovych zbytki, jakoZto ukazatele
polarity okoli daného tryptofanového zbytku (viz kapitola 5.3.3.2). Zména polarity okoli
mize souviset se zménami pohybu a piistupnosti danych tryptofanovych zbytkd, proto
bylo vhodné tuto domnénku ovéfit. Jednalo se o stejné pozice tryptofanovych zbytkd, jako
Vv piipadé méteni dohasinani intensity fluorescence (viz kapitola 5.3.3.2). VSechny métené
tryptofanové zbytky vykazovaly slozené dohasinani anizotropie (ne s pouze jednoduchym
monoexponencidlnim poklesem). Pro kazdy z tryptofanovych zbytkt byly nalezeny tfi
ttidy rotacnich korelacnich castl, které pfislusely riznym typiim pohybl tryptofanovych
zbytkt Vv riznych pozicich Pdc. Kratké korelacni ¢asy ¢; (0,3 — 0,9 ns) a ¢, (1,4 — 3,0 ns)
odpovidaji rychlym lokalnim pohybtim tryptofanovych zbytkil. Casy v rozmezi 15 - 71 ns
(¢#3) odpovidaji celkové rotacni difuzi molekuly Pdc. V Tabulce 5.10 na str. 83 jsou

zobrazeny vysledky z téchto méteni.
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Tabulka 5.10 Vysledky z méreni poklesu anizotropie tryptofanové fluorescence

Mutant . R ; 2 5 N
pdcQs2K | VZorek b ((I:IS) b ((I:IS) Ps ((ﬁs)
ne-PP 0,045 05 0,004 24 0,061 36

Trp29 PP 0,057 0.4 0,102 2.7 0,043 36
PP+ 143.3° | 0,028 0.4 0,067 18 0,108 71

ne-PP 0,065 0.6 0,048 3,2 0,086 22

Trpo3 PP 0,055 0,9 0,050 3.0 0,001 23
PP+ 14-3-3° | 0,022 0.3 0,044 18 0,137 51

ne-PP 0,034 0,3 0,045 16 0.122 33

Trp107 PP 0,035 0.4 0,043 1.9 0.120 34
PP+ 1433° | 0,029 0,8 0,036 15 0,137 54

ne-PP 0,036 0.6 : : 0,160 20

Trp123 PP 0,031 0.4 : : 0,170 20
PP+ 14-3-3° | 0,017 0.4 0,019 14 0,166 32

ne-PP 0,081 0,6 i : 0.116 15

Trp208 PP 0,074 05 : : 0.124 16
PP+ 14-3-3° | 0,047 0.8 0,013 22 0,142 36

4Smérodatna odchylka < 0,01.

Smérodatna odchylka < 20 %.

‘Pro méfeni byla pouZita mutantni forma proteinu 14-3-3¢, 14-3-3(noW (mutace W59F a W228F),
oznaceni PP znaci fosforylaci na obou fosforyla¢nich mistech Pdc (Ser54, Ser73).

Hlavni ukazatele ve zménach segmentalnich pohybi pfedstavuji piislusné amplitudy
[. Rychlym pohyblim byly pfitazeny amplitudy 1 a f2, které piedstavuji ptispévek daného
rota¢niho korela¢niho Casu ¢4, respektive ¢, k celkové anizotropii fluorescence. Amplitudy
byly ziskany metodou maximalni entropie (MEM) [198]. Pro oba typy rychlych pohybu
byla zvolena amplituda pSswore (Short, zangl. kratky) jako soucet amplitud f1 a po,
a predstavovala miru zmén v segmentalni pohyblivosti jednotlivych tryptofanovych
zbytki. f3 pak byla vyjadiena jako Ig - Bshort @ vnitini pohyby bylo vhodné vyhodnocovat
pravé na zakladé 3 kvili jeji vétsi presnosti. Fosforylace zvysila flexibilitu Trp29, jak lze
vidét v Tabulce 5.10 z poklesu hodnoty g3 mezi fosforylovanou a nefosforylovanou
formou fosducinu. U ostatnich tryptofanovych zbytka se flexibilita po fosforylaci téméf
nezménila. Vazba 14-3-3 naopak flexibilitu snizila u vSech tryptofanovych zbytka, kromé
Trpl23, nejvice u Trp29, coz lze opét vidét ze zvySeni hodnot f3 oproti fosforylované
form¢ Pdc-PP.

Na Obr. 5.21 na str. 84 je zobrazen pokles anizotropie fluorescence pro PdcQ52K
obsahujici Trp29, pro vzorky obsahujici nefosforylovany fosducin ve smési se 14-3-3{noW
a jeho fosforylovanou verzi se 14-3-3¢(noW (Obr. 5.21B a 5.21A). Z obrazka lze vidét, Ze

anizotropie Trp29 nefosforylovaného fosducinu téméf neni ovlivnéna pfitomnosti
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14-3-3(noW, naopak diky vzniku vazby mezi fosforylovanym fosducinem (Pdc-PP)
a 14-3-3{noW se rychlost poklesu anizotropie fosducinového Trp29 snizila.

A oz - By

i Pdc-PP, Trp29 Pdc, Trp29

0,20 1 0,20 4

i

o
o
'

Anizotropie
Anizotropie
Ca

/

0,05

’ 100 200 300 400
Kanaly Kandly

Obr. 5.21 Zmeéna v rychlosti poklesu anizotropie fluorescence Trp29 u mutantni formy PdcQ52K
obsahujici jeden tryptofanovy zbytek. (A) Prazdnd kolecka (O) predstavuji data pro samotny
fosforylovany fosducin (Pdc-PP), plnd kolecka (®) predstavuji data pro Pdc-PP Vv pritomnosti
14-3-3CnoW. (B) Prdzdna kolecka (O) predstavuji data pro samotny nefosforylovany fosducin
(Pdc), plna kolecka (®) predstavuji data pro Pdc v pritomnosti 14-3-3{noW.

Obrazek 5.22 na str. 85 predstavuje shrnuti vysledkii z méfeni ¢asové-rozliSeného
dohasinani intenzity fluorescence a poklesu anizotropie fluorescence tryptofanovych
zbytkt a dikaz, ze vazba 14-3-3(noW ovliviyje strukturu fosducinu v jeho Pdc-ND-PP
I Pdc-CD a to ptimo, skrz fyzicky kontakt. Na tomto obrazku jsou zobrazeny zmény ve
stfedni dob¢ Zivota excitovaného stavu tmean jednotlivych tryptofanovych zbytkt PdcQ52K
a to jak po fosforylaci (Obr. 5.22A), tak po vazbé proteinu 14-3-3(noW (Obr. 5.22B). Na
obrazku jsou také zobrazeny celkové zmény v amplitudach pomalych internich pohybt
(B3) pro vySe zminéné vzorky. Z Obr. 5.22A lze vidét, ze pokles V Tmean, zplsobeny
fosforylaci fosducinu, byl pozorovan u vSech pozic tryptofanovych zbytkti, kromé Trp107,
nejvic pak u Trp208, ktery se nachazi v Pdc-CD. Pokles f3 souvisejici s vys$si mobilitou
byl pozorovan u Trp29. Vazba 14-3-3(noW naopak zpusobila ndrlst tmean ve vSech
ptipadech, kromé Trp123, jak lze vidét na Obr. 5.22B, nejvice v pozicich Trp29 a Trp93,
ale také Trp208, ktery se nachazi v Pdc-CD. Vzrist hodnot f3, souvisejici s omezenim
pomalych pohybil celé¢ molekuly fosducinu, byl pozorovan ve vSech piipadech, kromé
Trp123, jak jiz bylo zminéno vySe. Nejvétsi vzrast byl opét pozorovan jak v Pdc-ND-PP
(Trp29, Trp93), tak v Pdc-CD (Trp208).
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Obr. 5.22 Zobrazeni zmén ve strednich dobdch Zivota excitovaného stavu Tmean tryptofanovych
zbytkit obsazenych v molekule fosducinu (Pdc, konkrétné PdcQ52K) V riznych pozicich
(Trp29, Trp93, Trpl07, Trpl23 a Trp208), a celkovych zmén v amplitudich pomalu se
pohybujicich komponent tryptofanii (B3) vyplyvajicich z poklesu anizotropii fluorescence. (A)
Zmeny vyvolané fosforylaci fosducinu (Pdc-PP) na Ser54 a Ser73. (B) Zmény indukované
vazbou 14-3-3{noW na fosforylovany fosducin.

Zrotacniho korelacnitho Casu ¢3 pro Trp29 byla vypocitina hodnota
hydrodynamického poloméru Ry Pdc, Pdc + 14-3-3, Pdc-PP a komplexu podle rovnice

_v
% kT '

kde # je viskozita vody, T je termodynamicka teplota, k je Boltzmannova konstanta a V je

(rovnice 5.1)

objem sférického rigidniho rotoru dany rovnici 5.2

v =§7zRf| (rovnice 5.2)

Byly ziskany nasledujici hodnoty Ry: 34 A (Pdc), 41 A (Pdc + 14-3-3), 34 A (Pdc-PP),
43 A (komplex), které dobte odpovidaji hodnotdam z DLS (viz kapitola 5.3.2).

Obr. 5.23 zobrazuje, u kterych fluorofori obsazenych v molekule PdcQ52K
a mutantnich forem, doSlo po vazbé proteinu 14-3-3 ke zvySeni (zelené pruhy) tmean.
Zvysena hodnota 7mean naznacuje piimy fyzicky kontakt se 14-3-3.

N-terminalni doména C-terminalni doména

~
7S

A
v

C89 C97 C148 C157 C168

W29 wo3 w107 W123 w208

Obr. 5.23 Schematické zndzornéni molekuly fosducinu s Vyznacenymi pozicemi fluorofori,
u kterych doslo po vazbé proteinu 14-3-3 ke zvysSeni stiedni doby Zivota excitovaného stavu
Tmean (Zelené pruhy). Modré pruhy odpovidaji pozicim fluoroforii, u kterych doslo k minimalni,
nebo zZadné zmené tyean po vazbe 14-3-3.
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Obr. 5.24 zobrazuje, u kterych fluoroforti obsazenych v molekule PdcQ52K a jeho
mutantnich forem doSlo po vazbé proteinu 14-3-3 ke zvyseni (zelené pruhy), nebo snizeni
(Cervené pruhy) pohyblivosti dané bud’ zménou hodnoty SBsport, nebo zménou hodnoty fs.
Zvysena pohyblivost rychlych lokalnich pohybt odpovida zvyseni hodnoty Sshort. ZvySena

rotaéni difuze celé molekuly odpovida snizeni hodnoty fs.

N-terminalni doména C-terminalni doména
< €< >
c89 C97 C148 C157 C168
w29 wo3 w107 w123 w208

Obr. 5.24 Schematické zndzornéni molekuly fosducinu s vyznacenymi pozicemi fluorofori,
u kterych doslo po vazbé proteinu 14-3-3 ke zvysSeni (zelené pruhy) nebo snizeni (rudé pruhy)
flexibility. Modré pruhy odpovidaji pozicim fluorofori, u kterych doslo k minimalni, nebo
zadné zmené flexibility po vazbé 14-3-3.

5.3.5 Statické zhaseni tryptofanové fluorescence

Jelikoz z dynamickych fluorescen¢nich méfeni vyplyvd, ze u néckterych
fosducinovych tryptofanovych zbytkd (mutantni formy PdcQ52K — W29, W29F Y93W,
W29F F107W, W29F F123W, W29F F208W obsahujici vzdy jeden tryptofanovy zbytek)
pravdépodobné dochéazi k prostorové interakci s navazanym proteinem 14-3-3(noW,
rozhodli jsme se ovéfit jejich pristupnost okolnimu roztoku po vazbé 14-3-3(noW pomoci
statického zhaseni tryptofanoveé fluorescence, kde jako zhasedlo slouzil roztok akrylamidu.
Pro jednotlivé mutantni formy byl vzdy ptipraven vzorek fosforylovaného (-PP) fosducinu,
ktery byl zhaSen roztokem akrylamidu v pufru o stejném slozeni, a nasledné byl zhasen
vzorek fosducinu s proteinem 14-3-3(noW v molarnim poméru 2:1 (dimer 14-3-3 vaze
jednu molekulu Pdc). Naméfené intenzity byly korigovany na fluorescenci pufru, zménu
objemu a efekt vnitiniho filtru a vyuzity k ziskani Stern-Volmerova vynosu (viz kapitola
9.1.2), ze kterého byly ziskany hodnoty Stern-Volmerovych konstant Ksy. Hodnoty Ksy
spolu s hodnotami zmean ziskanymi z Casoveé-rozlisenych méteni byly pouzity pro vypocet
hodnot bimolekularnich zhasecich konstant k; (viz kapitola 9.1.2). Vysledky jsou
zobrazeny v Tabulce 5.11 na str. 87.
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Tabulka 5.11 Vysledky ze statického zhdseni Trp fluorescence akrylamidem

Mutantni forma PdcQ52K-PP ke x (1071 - mol ™ - s7)?°
Trp29 2,08 £ 0,06
Trp29 + 14-3-3¢noW° 1,07 £0,03
Trp93 1,12 +0,03
Trp93 + 14-3-3¢noW° 0,73 £0,05
Trpl07 1,35+ 0,04
Trpl07 + 14-3-3¢noW°* 0,98 £0,08
Trpl23 0,63 £ 0,02
Trpl123 + 14-3-3¢noW°* 0,67 = 0,02
Trp208 0,43 £ 0,07
Trp208 + 14-3-3¢noW°* 0,29 + 0,01

®Pro srovnani, bimolekularni zhaSeci konstanta Trp ve vodném prostiedi je
ky=35,9 % 10°1- mol™ - s [199].

®Bimolekularni zhaseci konstanta kq byla vypoctena za pouziti rovnice 9.4 na str. 219.

°Pro méfeni byla pouZita mutantni forma proteinu 14-3-3¢, 14-3-3¢noW (mutace W59F
a W228F).

Zvyseni hodnoty Ky lze interpretovat jako lepsi pifistup zhasSedla k fluoroforu a tedy
ucinngjsi zhaseni. Nejvetsi pokles Ky po vazbé 14-3-3¢noW byl pozorovan u Trp29, ktery
je prostorové blizky obéma fosforylaénim mistim (Ser54 a Ser73) a hraje roli
i v jinych biochemickych procesech. Toto snizeni hodnoty Kq je pravdépodobné diisledkem
interakce Trp29 s dimerem 14-3-3{noW, nebo jinou ¢asti fosducinu v dasledku strukturni
zmény po vazb¢é 14-3-3(noW. Pokles hodnoty k; byl pozorovan i u Trp93, Trpl07
a nepatrné také Trp208, ktery se nachazi v Pdc-CD, coz mize potvrzovat nasi domnénku,
7e Pdc-CD interaguje se 14-3-3. Z téchto vysledk je tedy patrné, ze Trp29, Trp93, Trp107
a Trp208 se bud’ ucastni piimych kontaktt s proteinem 14-3-3, nebo se nachazeji

Vv blizkosti jeho povrchu.

5.3.6 Mapovani interakéniho rozhrani komplexu 14-3-3/Pdc-PP metodou vymény

H/D spojené s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS)

HDX-MS byla zvolena pro zmapovani interakéniho povrchu v komplexu
14-3-3(AC/PdcQ52K-PP a zmapovani zmén ve struktuie fosducinu po jeho fosforylaci.
Metoda sleduje kinetiku deuterace urcitych ¢asti fosducinu a 14-3-3(AC, které jsou
pristupné okolnimu rozpoustédlu obsahujiciho D,O, nebo naopak jemu nepfistupné.
V mistech molekuly proteinu, kde dochézi ke stinéni vazebnym partnerem, nebo sebou
samym v dusledku strukturni zmény po vazbé partnera nebo fosforylaci, je narast
deuterace v daném casovém intervalu pomalejsi nebo zadny, nez v nepfitomnosti

vazebného partnera (viz kapitola 9.7.1). Pro tento ucel byly pfipraveny vzorky
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nefosforylovaného fosducinu PdcQ52K (dale jen Pdc), fosforylovaného fosducinu
v mistech Ser54 a Ser73 (Pdc-PP) a jeho komplexu s proteinem 14-3-3JAC v molarnim
poméru 2:1 (dimer 14-3-3 s jednou molekulou Pdc) (14-3-3/Pdc-PP). Tyto vzorky byly
podrobeny deuteraci po uréitou stanovenou dobu (viz kapitola 4.9.1) a nasledné pieneseny
na hmotnostni spektrometr, pfed kterym byl vzorek proteolyticky $tépen na kratsi peptidy,
jejichz hodnota m/z byla pozorovana a porovnavana. Kinetika deuterace byla u proteinu
14-3-3(AC pozorovana celkem na 121 peptidech pokryvajicich 100 % jeho
aminokyselinové sekvence. U PdcQ52K bylo ziskdno celkem 87 peptidl, které taktéz
pokryvaji 100 % sekvence fosducinu.

Ziskan¢é vysledky ukazuji, ze samotna fosforylace ma vliv na zménu Kinetiky
deuterace predevsim v Pdc-ND (peptid 51-76) okolo fosforylatniho motivu, coz je
zobrazeno na Obr. 5.25A na str. 89. Po fosforylaci byla pozorovana vyssi hodnota
deuterace po osmi hodindch, coz nasvédcuje lepsi pristupnosti tohoto peptidu okolnimu
roztoku. Fosforylace ma ale vliv i na Pdc-CD (peptidy 152-157 a 213-223), u kterych doslo
kK mirnému poklesu deuterace po fosforylaci, coz nasvédCuje protekci téchto peptidi po
fosforylaci. Tento vysledek potvrzuje nasi domnénku, Ze u volného fosducinu Pdc-CD
interaguje s Pdc-ND-PP, coz naznacily i vysledky casové-rozliSenych fluorescen¢nich
méfeni a SAXS (viz kapitoly 5.3.3, 5.3.4, respektive 5.3.8). Obr. 5.25B na str. 89 zobrazuje
typické chovani neuspotddaného flexibilniho proteinu, kde dochédzi k rychlé deuteraci.
V tomto piipadé se jedna o peptidy obsazené v Pdc-ND (29-50, 51-76). Naopak Obr.
5.25C ukazuje postupny nartist deuterace typicky pro uspotfadany strukturovany protein.
V tomto ptipad¢ se jedna o peptidy obsazené v Pdc-CD (152-157, 213-219). Prava svisla
osa u grafit 5.25B a C zobrazuje pocet vyménitelnych vodikd pro dany peptid. Pokud
peptid obsahuje prolin (29-50), k vymén¢ vodiku na ném nedochazi.

Po vazbé 14-3-3(AC nebyly na fosforylovaném fosducinu pozorovéany pfili§ velké
zmény v Kinetice deuterace. Tento jev je pravdépodobné dasledkem nepfilis
signifikantnich strukturnich zmén v ramci Pdc-PP po vazbé 14-3-3, dale moznosti, ze si
fosducin po vazbé ponechava svou flexibilitu, predevsim v Pdc-ND, a tedy, ze v ramci
molekuly Pdc-PP nedochazi k zadnému vyznamnému vzniku oblasti, u kterych by
dochazelo ke strukturalizaci a vzniku prvkd sekundarni struktury. Flexibilni oblasti
Pdc-ND podstupuji velmi rychlou deuteraci, ktera je méné citliva k protein-proteinové
interakci. Dal$im divodem, pro¢ nelze pozorovat zménu v deuteraci po vazbé na Pdc-PP

muze byt skutecnost, Ze interakce mezi obéma proteiny jsou zprosttedkovany pievazné
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elektrostatickymi silami bocnich fetézcti, u kterych deuteraci nepozorujeme. Deuterace je
totiz sledovdna pouze na amidickych vodicich hlavniho fetézce. Naopak, urcité zmény
byly pozorovany na molekule 14-3-3(AC (peptidy 46-59, 155-174 a 191-196) a tyto
oblasti, u kterych dochazelo ke zméné kinetiky deuterace, jsou zobrazeny na Obr. 5.26 na
str. 90. Vyse zminéné oblasti vykazuji niz§i hodnotu deuterace po vazbé Pdc-PP, tedy
pomalejsi vyménu vodikli za deuterium, zpisobenou mensimu vystaveni téchto peptidii
roztoku, nebo zapojenim amidickych vodika do vazby s Pdc-PP. Peptidy, u kterych doslo
ke zmén¢ deuterace po osmi hodinach, jsou obsazeny jak ve vazebném zlabku dimeru
proteinu 14-3-3 (helixy H3, H5 a H7, viz kapitola 2.4), tak ve vné&jSich povrchovych
castech (helixy H6 a HS8, viz kapitola 2.4), coz poukazuje na uz dfive zminovanou
domnénku, ze fosducin (pravdépodobné Pdc-CD) interaguje i S vnéj§imi oblastmi 14-3-3.
U peptidu 220-227 (obsazen v helixu H9, viz kapitola 2.4) byl pozorovan opacny trend

V deuteraci po vazbé s Pdc-PP, tedy vyssi deuteraci. Tento jev ale po kratkém case
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Obr. 5.25 Zobrazeni vysledkii z HDX-MS po fosforylaci fosducinu. (A) Graf zavislosti urovné
deuterace peptidi  ziskanych  proteolytickym  Stépenim  PdcQ52K  (Pdc, cernd)
a fosforylovaného PdcQ52K (Pdc-PP, cervend) po osmi hodinach deuterace vzorkii. Vrichni
panel schematicky zndzoriuje sekvenci PAC S vyznacenymi fosforylacnimi misty (Ser54
a Ser73) a rozlisenimi domén (Pdc-ND a Pdc-CD). (B) Grafy zndzoriujici kinetiku deuterace
dvou vybranych peptidii obsazenych v Pdc-ND (Cerna) a fosforylované Pdc-ND (cervena). (C)
Grafy znazornujici kinetiku deuterace dvou vybranych peptidii obsazenych v Pdc-CD (cerna)
a ve fosforylovaném fosducinu Pdc-CD (Cervend). Uroveii deuterace je vyjadiena jako
procento vztazené k maximdlni mozné teoretické deuteraci daného peptidu (leva vertikalni
osa) a také poctem vyménénych vodikii pro dany peptid (prava vertikalni osa).
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Obr. 5.26 Zobrazeni vysledkii z HDX-MS na 14-3-3{AC po vazbé fosforylovaného fosducinu
PdcQ52K (Pdc-PP) v moldrnim poméru 2:1 (dimer 14-3-3 vdze jednu molekulu Pdc-PP). (A)
Graf zavislosti urovné deuterace peptidu ziskanych proteolytickym Stépenim samotného
14-3-30AC (Cernd) a 14-3-3{AC vazaného v komplexu s fosforylovanym Pdc-PP (Cervend) po
osmi  hodindch deuterace vzorki. Vrchni panel schematicky zndzornuje sekvenci
monomeru 14-3-3{AC s vyznacenymi a-helixy (H1 — H9). (B) Grafy zndzornujici kinetiku
deuterace ctyi* vybranych peptidii obsazenych ve 14-3-3CAC. Urover deuterace je vyjddiena
jako procento vztazené k maximadlni mozné teoretické deuteraci daného peptidu (leva
vertikdlni osa) a také poctem vyménénych vodikii pro dany peptid (prava vertikalni osa). (C)
Na povrchové reprezentaci jsou barvami zvyraznény peptidy obsazené v proteinu 14-3-3{AC,
u kterych dochazi po vazbé Pdc-PP ke zméné kinetiky deuterace. Obarveny jsou pouze peptidy
na jednom ze dvou retézcii dimeru 14-3-3 [117].
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5.3.7 Nuklearni magneticka rezonance (NMR) méfena na komplexu

K hlubsimu porozuméni podstaty vazby mezi fosducinem PdcQ52K (Pdc)
a proteinem 14-3-3(AC byla vybrana metoda nuklearni magnetické rezonance (NMR).
Metoda také poslouzila k zdznamu piipadnych zmén ve struktuie Pdc po jeho fosforylaci
(Pdc-PP) a ptesné&jsSimu popisu struktury komplexu.

'H->N HSQC spektra méfend na samotném Pdc a jeho samotné C-terminalni
doméné (Pdc-CD) (viz kapitola 5.2.6) umoznila pfifazeni sekvence Pdc-CD jednotlivym
hodnotam signalti a také ukdzala ptitomnost prvki sekundarni struktury, které byly u Pdc
pozorovany v komplexu s Gy (PDB 2TRC). Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 5.27A na
str. 92. Pro pfifazeni signali aminokyselinové sekvence Pdc-ND poslouzily dva 5D
experimenty (HN(CA)CONH a HabCabCONH). Z Obr. 5.27A je patrné, Ze pouze regiony
v oblasti residui 66 a 89 vykazuji tendenci ke vzniku a-helikalni struktury, ostatni regiony
Pdc-ND zustavaji flexibilni a spiSe nestrukturované. Stejné NMR experimenty méfené na
Pdc-PP s fosforylovanym Ser54 a Ser73 ukazaly, ze Pdc-ND zistava po fosforylaci
neuspotadana a flexibilni s a-helikdlni tendenci ve stejnych regionech, jako v ptipad¢ Pdc,
ovsem S novou tendenci ke tvorbé a-helixu v oblasti Ser73, jak 1ze vidét na Obr. 5.27B na
str. 92. Samotna fosforylace ma tedy minimalni vliv na strukturu Pdc. Tyto vysledky jsou
konzistentni s vysledky ziskanymi z HDX-MS a asové-rozliSenych méteni dohasinani
fluorescence. Dale byl méten Pdc-PP spolu se 14-3-3(AC v minimalnim molarnim poméru
2:1 (dimer 14-3-3 s jednou molekulou Pdc), kde izotopové znacen byl pouze Pdc-PP, ale
celkovd molekulova hmotnost komplexu byla téméf 90 kDa. Z tohoto diivodu dochéazelo
k pomalé rotaci komplexu v roztoku a tudiz k rozsiteni signald a snizeni jejich intenzity.
Ve 3D spektrech tedy byla pozorovana pouze residua 1-35, 39-41 a 230-246, jak lze vidét
na Obr. 5.27C. Tento jev naznacuje, ze zminéna residua zustavaji v komplexu flexibilni

a jsou pravdépodobné v minimalnim, nebo Zadném kontaktu se 14-3-3(AC.
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Obr. 5.27 Tendence ke vzniku prvkii sekundarni struktury (2°) na Pdc. (A) Tendence ke vzniku 2°
na samotném Pdc ziskané z chemickych posuvii CA, CB, CO, N a HA. Kladné hodnoty

vevr

Vilce a Sipky v horni casti panelu predstavuji a-helixy, respektive S-listy ha molekule Pdc
obsazené v komplexu s Gy [2]. (B) Tendence ke vzniku 2° na samotném Pdc-PP. (C)
Tendence ke vzniku 2° na Pdc-PP ziskané z CA chemickych posuvii ze 3D HNCA spektra
komplexu 14-3-3{AC:Pdc-PP (moldrni pomer 2:1).
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Dale byla m&fena 2D *H-"N TROSY spektra samotného Pdc-PP a Pdc-PP vazaného
v komplexu se 14-3-3(AC (viz Obr. 5.28). Z Obr. 5.28 je patrné, ze po vazbé 14-3-3CAC
nedochazi u C-terminalni domény Pdc-PP Kk zadnym vyraznym strukturnim zménam.
Nékteré signaly piislusejici residuim z Pdc-ND, vcetné obou fosforylovanych serint
(Ser54 a Ser73), vymizely po vazbé se 14-3-3(AC, ovSem u ostatnich nebyl pozorovan
zadny vyrazny posun ve frekvenci, porovname-li spektrum samotného Pdc-PP a vazaného
Pdc-PP. Tento fakt nasvédcuje nasi domnénce, Ze residua nachazejici se mezi obéma
fosforylovanymi seriny (Ser54 a Ser73) zlstavaji i po vazb¢ flexibilni. Dale lze ze spektra
usuzovat, ze Pdc-ND a C-konec Pdc-CD zistavaji i po vazbé se 14-3-3JAC
nestrukturovani, coz odpovidd malému rozliSeni pfislusnych signali seskupenych
uprostied spektra pted vazbou i po vazbé. Takovéto chovani vykazuji tzv. ,fuzzy*
komplexy, u kterych nedochazi k vyrazné strukturalizaci nestrukturovaného vazebného
partnera, naopak partner ziistdva znacné flexibilni a pfipadné takto pfistupny jinym
vazebnym partnerim [3]. Pro ,,fuzzy* komplexy tedy nelze ziskat staticky strukturni
model, ovSem lze ziskat n€kolik modeli odpovidajicich nejpravdépodobnéjsim a nejcastéji

se vyskytujicim konformacim.
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Obr.5.28 'H-"N TROSY spektrum Pdc-PP v nepfitomnosti (Cernd) a piitomnosti (Cervend)
14-3-34AC (molarni pomer 14-3-3(AC:Pdc-PP = 2:1). Pro prehlednost nejsou popsany
vSechny signdly ve stiedni casti spektra. Vlozeny graf ukazuje priblizeny pohled na signdly
obou fosforylovanych serinii (Ser 54 a Ser 73).
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Pro piesngjsi charakterizaci oblasti vzajemné interagujictho Pdc-PP a 14-3-3(AC
byla zvolena metoda PRE NMR (z angl. Paramagnetic Relaxation Enhancement NMR).
Byl pripraven °N-zna¢eny PdcQ52K-PP, ktery byl smichan s nadbytkem mutantni formy
14-3-3(AC obsahujici pouze jeden cysteinovy zbytek Cys189 (mutace 14-3-3JAC C25A
C94A). Minimalni molarni pomér 14-3-3(AC:Pdc-PP byl 2:1. Na Cys189 byla kovalentné
pfipevnéna paramagnetickd znacka (IPSL, Sigma-Aldrich) a vzorek komplexu byl zméfen
jak pro oxidovanou (paramagnetickou), tak pro redukovanou (diamagnetickou) formu
IPSL jako *H-N TROSY spektrum. Pfitomnost paramagnetické znadky ve vzorku
zpuisobuje snizeni a roz$ifeni signalti aminokyselin nachazejicich se v blizkém okoli této
znacky. Na zaklad¢ porovnani intenzit z obou vzorkd lze tedy usuzovat na vzajemnou
prostorovou blizkost Cys189 obsazeného ve 14-3-3(AC a okolnich residui obsaZenych
v Pdc-PP. Na Obr. 5.29 jsou zobrazeny vysledky z téchto méfeni.

1,0

08

06

Pomeér intensit

50 100 150 200

Aminokyselinova sekvence Pdc

Obr. 5.29 Vysledky z méreni ziskané metodou PRE NMR na N-Pdc-PP véizaném v komplexu se
14-3-3{4C Cys189, na kterém je kovalentné navazana paramagneticka znacka IPSL
V oxidovaném nebo redukovaném stavu. Graf zobrazuje pomér inenzit signalii Pdc-PP ve
vzorku obsahujicim redukovanouloxidovanou formu IPSL (Cervend). Sedymi misty jsou
vyznacena residua, jejichz signdly nebyly pomoci "H-"N TROSY méreni prifaditelné.

Obr. 5.29 ukazuje, ze residua 16 - 26 obsazena v Pdc-ND se nachézeji v prostorové
blizkosti Cys189 obsazeného ve 14-3-3(AC. Cys189, na ktery je navazan IPSL, se nachazi
na N-konci helixu HS8, blizko smyc¢ky mezi helixy H7 a H8. Oblast obsazena v Pdc-ND,
kterd se nachdzi v prostorové blizkosti Cys189 proteinu 14-3-3(AC, zahrnuje velky

vazebny povrch s Gy [2], coz miZe nasvédCovat tomu, ze 14-3-3( plni v této vazbé roli
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nejen jako kompetitor s Gy o Pdc-PP, ale muze také chranit tuto oblast pied

proteolytickym §tépenim.

5.3.8 Malouhlovy rozptyl rentgenového zaieni (SAXS) méfeny na komplexu

K ziskani strukturniho modelu komplexu 14-3-3(AC/PdcQ52K-PP byla vybrana
metoda SAXS, jelikoz neuspofddanost a vysoka flexibilita Pdc-ND i v komplexu
neumoziovala jeho krystalizaci a velka hmotnost komplexu (t¢émét 90 kDa) znesnadiiovala
zisk jeho struktury metodou NMR. Pro tato méfeni byla piipravena koncentraéni série (64
— 193 puM) vzorki komplexu 14-3-3(AC:PdcQ52K-PP Vv molarnim poméru 2:1.
Koncentrace vzorkll byly vysoko nad hodnotou Kyq = 3 + 0,5 uM [79], takze nehrozila
ptilisna disociace komplexu. Dale byla pfipravena koncentra¢ni série (76 — 196 puM)
samotného 14-3-3CAC, ktery byl taktéz analyzovan.

Linearita Guinierova vynosu (viz Obr. 5.30A, str. 96) napovida, ze ve vzorcich
nebyly pfitomny zadné agregaty. Hodnoty gyra¢niho poloméru Ry a Porodova objemu V,
se ovSem se vrustajici koncentraci vzorku snizovaly (viz Tabulka 5.12, str. 96), coz
nasvé€dcuje vzniku novych pfitazlivych sil v ramei komplexu i samotného 14-3-3CAC.
Z tohoto duvodu byla pro dalsi strukturni analyzy pouzita pouze data naméfena na
vzorcich komplexu o koncentracich 64 a 72uM a 14-3-3(AC o koncentracich 76 a 148uM.
Zdanliva molekulova hmotnost Myew dimeru 14-3-3JAC a komplexu byla ziskdna za
pouziti programu SAXSMoW [200], ktery poéita s nepiesnosti do 10 %. Pomoci tohoto
programu byla stanovena hodnota Myoew dimeru 14-3-3(AC na 57 az 60 kDa, coz dobie
odpovida teoretické hodnotné vypoctené na zakladé aminokyselinové sekvence obsahujici
dvé N-terminalni 6xHis kotvy (M,, = 56,6 kDa), a hodnota Mmew komplexu dimeru
14-3-3(AC s PdcQ52K na 81 az 82 kDa, pricemz teoreticka hodnota z aminokyselinovych
sekvenci, ve vSech tfech pfipadech taktéz s N-terminalnimi 6xHis kotvami, je rovna M,, =
86,9 kDa. Tyto vysledky odpovidaji naSim dfivéjSim vysledkim z analytické

ultracentrifugace.
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Tabulka 5.12 Strukturni parametry komplexu a 14-3-3{AC ziskané z méreni metodou

SAXS
c c Ry’ R Drmax | V' Mo
(mg-ml) | (uM) A) A) (A) | (nm’) | (kDa)
16,8 193 32,1+05 | 329+0,1 | 109 108 77,4
Komplex 10,9 125 | 336+0,1 |341+01| 120 | 114 81,3
6,3 72 343+0,8 | 352+0,1| 125 118 82,4
5,6 64 | 344+08 [ 351+01] 125 | 117 82,2
111 196 28,2+0,1 | 28,3+0,1 84 85 56,6
14-3-3¢AC 8,4 148 285+0,1 | 285+0,1 85 87 57,8
43 76 | 288+01 [ 288+0,1| 86 89 59,6

®Molarni koncentrace dimeru 14-3-3¢AC a komplexu 14-3-34AC:PdcQ52K-PP v moldrnim poméru 2:1.

®Gyraéni polomér Rg vypocteny za pouziti Guinierovy aproximace [196].

‘Gyracni polomér Ry vypocteny za pouZiti programu GNOM [180].

%Vylougeny objem hydratované &astice (Porodiv objem Vp).

*Molekulovd hmotnost My vypoditand z experimentilnich rozptylovych dat za pouziti programu
SAXSMoW [200].

Teoretickd molekulova hmotnost M,, dimeru 14-3-3¢AC obsahujiciho dvé N-terminalni 6xHis kotvy je
56,6 kDa, teoretickd molekulova hmotnost M,, komplexu 14-3-3¢AC:PdcQ52K-PP (molarni pomér 2:1)
obsahujicich celkem tfi N-terminalni 6xHis kotvy je 86,9 kDa.

Komplex 14-3-3(AC : Pdc-PP (2:1) 7
14 —— Komplex 14-3-3JAC : Pdc-PP (2:1)

P(r)

10,9mg - mI*
1 4 63mg-ml
= 56mg-ml*

r, (nm)

I(s), (AU)

11,1mg - ml*
4 84mg-ml”
= 43mg-mi el

Obr. 5.30 Vysledky ziskané mérenim vzorkit metodou SAXS. (A) Grafy zobrazujici rozptylovou
intenzitu I(s) jako funkci rozptylového vektoru spro komplex 14-3-3CAC:PdcQ52K-PP
(oznaceno Pdc-PP) v moldrnim poméru 2:1, V koncentracich od 5,6 do 10,9 mg - ml™,
a proteinu 14-3-3C4C v koncentracich od 4,3 do 11,1 mg - mI™". Rozptylové profily v tmavé
a svétle sedé barvé jsou nasobeny faktorem 10, respektive 100. V pravé casti obrazku jsou
zobrazeny Guinierovy vynosy pro jednotlivé vzorky. (B) Na grafu je vynesena pdrova
distribucni funkce vzdalenosti r dvou pozic, P(r), v ramci molekuly, vypocitana z rozptylovych
dat pomoci programu GNOM [180]. Jednd se o zavislost P(r) na vzddlenosti pozic r. Pro
srovnani je pridana i kiivka samotného Pdc, ziskana predeslym mérenim SAXS (Cerna). (C)
Normalizovany Kratkyho vynos 14-3-3(AC (Cervena), Pdc (Cernd) a jejich komplexu (modra).
Svétle modry prisecik zobrazuje maximum o hodnoté 1,104 pro sRy = 1,73, které je
charakteristické pro rozptylova data kompaktnich globularnich proteinii.
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Tabulka 5.13 Statistické udaje souvisejici s ab initio rekonstrukci obdlky mérenych

proteinii
Komplex 14-3-3CAC
¢ (mg - ml™) 6,3 5,6 8.4 43
Uhlovy rozsah (nm™) 0,093-3,063 0,104-2,931 0,12-3,034 0,165-2,955

Skute&ny rozsah v prostoru (nm™) 0-12,5 0-12,5 0-8,5 0-8,56

Celkovy odhad z GNOM 0,714 0,680 0,735 0,78

Symetrie P1 P1 P2 P2

Vi 1,46-1,52 1,07-1,09 0,75 0,63

Pocet modelu l\)fopél‘;ltlmeru/celkOVy 15/15 15/15 15/15 14/15
DAMAVER NSD" 0,73 0,63 1,085 1,291

Ab initio rekonstrukce obalek byly provedeny za pouziti program DAMMIF [185].
40dchylka mezi simulovanou rozptylovou kiivkou a experimentalnimi daty.
®N'SD z angl. Normalized Spatial Discrepancy, tedy normalizovana prostorova odchylka.

I(s). (AU)
I{s). (AU)

-10g lue

10Q lmccw - 100 le

109 o

0.5¢ % , 2
000 005 010 015 2
s. (A7)

109 lnccw - 100 lee

Obr.5.31 Ab initio rekonstrukce obdlky mérenych proteinii. (A) Seda obdlka komplexu
14-3-3{4AC:PdcQ52K-PP smichanych v molarnim poméru 2:1, ziskana vypoctem ze SAXS dat,
pro vzorek o koncentraci 5,6 mg - mlt. (B) Srovndni rozptylovych dat pro komplex
s koncentraci 5,6 mg - mI™* (Cernd) s prolozenym ab initio modelem ziskanym programem
DAMMIF (Cervend). (C) Sedd obdlka 14-3-3(AC ziskand vypoctem ze SAXS dat pro vzorek
o koncentraci 4,3 mg - ml™, s viozenou krystalovou strukturou 14-3-3¢ (PDB: 1QJA, [165]).
(D) Srovndni rozptylovych dat 14-3-3CAC o koncentraci 4,3 mg - ml™* (Gernd) s prolozenym ab
initio modelem ziskanym programem DAMMIF (Cervend). (E) Srovndni spocitané teoretické
rozptylové  krivky (Cervend) krystalové struktury 14-3-3C [165] s experimentdalnimi
rozptylovymi daty. Statistické udaje prislusejici ab initio rekonstrukci obalky jsou shrnuty
v Tabulce 5.13. DAMMIF ab initio model 14-3-3{AC obklopujici krystalovou strukturu
14-3-3¢ byl vytvoren pomoci programu SUPCOMB [186]. Teoretickd rozptylovi krivka
proteinu 14-3-3{AC byla ziskdna za vyuziti programu CRYSOL [188].
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Z Obr. 5.30B a Tabulky 5.12 na str. 96 je patrné, ze komplex vykazuje vétsi hodnotu
Dmax @ maximum P(r) funkce lezi u vyssich hodnot (~ 4,1 A), nez v piipadé dimeru
14-3-3¢AC (P(r) ~ 3,9 A). Z toho vyplyva, ze komplex je rozsahlejsi prostorovy utvar, nez
dimer 14-3-3(AC. Do grafu 5.30B byla pro srovnani piidana P(r) funkce samotného
fosducinu, ziskana z predeslych SAXS méfeni (Cerna linie) (viz kapitola 5.2.5). Hodnota
Dmax komplexu (120 - 125 A, pomineme-li nejkoncentrovanéjsi vzorek) je téméF
srovnatelna s hodnotou Dyayx samotného Pdc (120 — 129 A), coz miiZze nasvédéovt tomu, Ze
tvorba komplexu nezplsobuje vyraznou strukturalizaci Pdc, ani nenecha vzniknout
procesum, které by vedly ke sbaleni Pdc do kompaktnéjsi struktury. Obr. 5.30C zobrazuje
normalizovany Kratkyho vynos (zavislost (SRg)ZI(S)/I(O) na sRy) rozptylovych dat pro
komplex (modrd), dimer 14-3-3(AC (Cervend) a i samotny Pdc (Cernd), jehoz data byla
ziskéana z piedeslych méteni (viz kapitola 5.2.5). Normalizace Kratkyho vynosu umoznuje
porovnavat kompaktni molekuly s prostorové rozsahlymi molekulami, nezavisle na jejich
velikosti [201]. Rozptylové kiivky komplexu a 14-3-3(AC vykazuji zvonovity tvar
s maximy Vv hodnotach sRy = 1,9, respektive 1,7. Rozptylova data kompaktni globularni
molekuly vykazuji pro SRy = 1,73 hodnotu 1,104, coz je v Obr. 5.30C vyznaceno svétle
modrym priseCikem. Pozvolné sniZovani hodnot odpovidajicich svislé ose u vysSich
hodnot sRy a vyssi hodnoty maxima, oproti kompaktni globularni molekule, vypovidaji
o vyssi flexibilit¢ aminokyselinového fetézce molekuly. Z tohoto faktu je patrné, Ze
komplex (modra) je flexibilngj$i ve srovnani s dimerem 14-3-3(AC (Cervend), ovSem
komplex je méné flexibilni, nez samotny Pdc (Cerna), jehoz kiivka odpovida neusporaddané
Pdc-ND a uspotradané Pdc-CD (viz kapitola 5.2.5).

Obr. 5.31A na str. 97 zobrazuje vysledny model komplexu 0 koncentraci
5,6 mg - ml™, jako superpozici filtrované zprimérované ab initio obalky, kde objemng;si
cast odpovida dimeru proteinu 14-3-3JAC suvnitf zanofenou Pdc-ND a uzsi cCast
velikostné odpovida Pdc-CD, ktera vyéniva vné 14-3-3(AC. Na Obr. 5.31B je zobrazeno
srovnani experimentalnich rozptylovych dat (Cerna linie) s jejich proloZzenym ab initio
modelem (Cervena linie) ziskanym za pouziti programu DAMMIF. Hodnota XZ, ktera
vypovida o kvalité prolozeni daty (fitu) odpovidala dobré hodnoté 1,08. Obr. 5.31C pak
zobrazuje superpozici filtrované zprumérované ab initio obalky dimeru 14-3-3(AC
s vnofenou krystalovou strukturou 14-3-3( [165], Obr. 5.31D na str. 97 opét porovnani
rozptylovych dat s prolozenim ziskanym programem DAMMIF, Obr. 5.31E zobrazuje

teoretickou rozptylovou kiivku (Cervena) spocitanou pro krystalovou strukturu 14-3-3(.
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Hodnota Ry vypoctend z krystalové struktury 14-3-3( (29,3 A) dobie odpovidd hodnot&
ziskané z rozptylovych dat ze SAXSu. Tabulka 5.13 na str. 97 je souhrnem statistickych

udaju ptislusejicich jednotlivym vzorkiim méfenych metodou SAXS.

5.3.9 ,All-atom“ modelovani komplexu 14-3-3(AC/Pdc-PP

Pro ziskani detailniho strukturniho modelu komplexu 14-3-3(AC/Pdc-PP bylo
pouzito tzv. all-atom modelovani. Modelovani bylo provedeno za pouziti metody
AllosMod-FoXS, ktera je zalozena na produkci proteinovych konformaci, které porovnava
s experimentalnimi profily ziskanymi metodou SAXS [202, 203]. Poc¢ate¢ni model byl
generovan serverem AllosMod (http://modbase.compbio.ucsf.edu/allosmod-foxs/ ze dne
13. 7. 2016) za pouziti krystalové struktury 14-3-3( s vazanym fosfopeptidem [165]
a Pdc-CD (residua 107 - 246) [2]. Pdc-ND (residua 1 - 106 s N-terminalni 6xHis kotvou)
byla modelovana bud’ s obéma 14-3-3 vazebnymi motivy (obsahujicimi fosforylovany
Ser54 a Ser73, residua 51 — 57 a 69 — 76) vnofenymi do vazebnych zlabkt dimeru 14-3-3(
jak bylo pozorovano v krystalové struktufe komplexu 14-3-3(/fosfopeptid, nebo pouze
sjednim vazebnym motivem zanofenym za ponechani druhého v nevdzaném volném
stavu. Tf1 vybrané modely pro oba vnofené vazebné motivy Pdc-PP kvalitné prokladaly
experimentalni SAXS data komplexu o koncentraci 5,6 mg - ml™ s hodnotou y* = 0,89 —
1,03, jak je ukazano na Obr. 5.32B na str. 100. V téchto tfech modelech jsou oba vazebné
motivy Pdc-PP (residua 45 - 80) drzeny uvniti centralniho vazebného Zlabku dimeru
14-3-3(, zatimco N-terminalni segment Pdc-ND (residua ~20 - 30) vy¢niva vné centralniho
kanalu 14-3-3( a je lokalizovan blizko smycky mezi a-helixy 14-3-3 H7 a H8, a C-konce
H9 (Obr. 5.32A). Tyto vysledky jsou ve shodé s vysledky z PRE NMR (viz kapitola 5.3.7).
Pdc-CD je také lokalizovana vné centralniho kanalu dimeru 14-3-3( a nachazi se
v blizkosti N-konce jednoho z fetézcl dimerniho 14-3-3( a jeho smycky mezi a-helixy H2
a H3. VSechny tfi modely jsou v dostate¢né shod¢ s ab initio molekularnimi obalkami
komplexu, jejich Ry hodnoty 35,1 — 354 A odpovidaji hodnotdm vypoctenym
z experimentalnich rozptylovych dat (viz Tabulka 5.12 na str. 96). AllosMod modely
Spouze jednim vnofenym vazebnym motivem Pdc-PP vykazovaly Spatné prolozeni
experimentalnimi SAXS daty s hodnotami »* = 4,88 (pro vnofena residua 51 — 57) a 6,00
(pro vnoiena residua 69 — 76), coz je ukazano na Obr. 5.33 na str. 101. Vypoctené hodnoty
Ry pro tyto modely (41,1 respektive 42,2 A) byly mnohem vétsi ve srovnani
s experimentalnimi daty. Z téchto vysledki tedy vyplyva, Ze obé fosforylacni mista (Ser54
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i Ser73) musi byt fosforylovana, aby mohl vzniknout komplex 14-3-3{/Pdc-PP, coz
potvrzuje vysledky z AUC (viz kapitola 5.3.1) a vazba 14-3-3 na Pdc-PP snizuje jeho
flexibilitu, pfedevs$im v Pdc-ND, coz potvrzuje vysledky z NMR a méfeni casové-

rozliSenych poklest anizotropie fluorescence (viz kapitoly 5.3.7 a 5.3.4).

- Experimentaini SAXS data
10*F Model 1, 7= 0,89
— Model 2, =091

~— Model 3, ©*=1.03

I°g Imodel I°g Iexp
o o o
- lo -
1
" }

00 «-WM&’MW»V{
04
00 0.1 02 03 0.4
s, (A1)

Obr. 5.32 All-atom modelovini komplexu 14-3-3/Pdc-PP. (A) Tri modely komplexu spocitané
s pouzitim serveru AllosMod-FoXS [202, 203], které nejlépe odpovidaji namérenym
rozptylovym SAXS datium. 14-3-3( je zobrazen zelené, Pdc-PP fialové (Model 1), modie
(Model 2) a oranzove (Model 3). AllosMod modely jsou vneseny do DAMMIF ab initio obadlky
(Sedd) spocitané ze SAXS dat pro komplex o koncentraci 5,6 mg - mlI'. (B) Srovndni
spocitanych rozptylovych kiivek pro tri nejlepsi modely komplexu (fialovd, modra a oranzova)
s experimentdlnimi rozptylovymi daty komplexu o koncentraci 5,6 mg - ml* (Cernd linie).
Teoreticke rozptylové krivky byly spocitany a prokladany experimentalnimi daty za pouZiti
programu FoXS [189]. DAMMIF ab initio model komplexu a jeho AllosMod modely byly
slouceny pomoci programu SUPCOMRB [186].
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Obr. 5.33 All-atom modelovani komplexu 14-3-3(/Pdc-PP se Spatnym predpokladem. (A)
Srovndni spocitanych rozptylovych kiivek nejlepsich AllosMod modelii komplexu, kde pouze
jeden z vazebnych motivit Pdc-PP byl vnoren do vazebného zlabku dimeru 14-3-3( (hnéda
a svétle modrd linie) s experimentdlnimi rozptylovymi daty (cernd). (B) Model s vnorenym
vazebnym motivem, obsahujicim fosforylovany Ser54. (C) Model svnorenym vazebnym
motivem, obsahujicim fosforylovany Ser73.

5.3.10 Limitovana proteolyza

Pro ovéfeni AllosMod modelu komplexu byla zvolena metoda limitované
proteolyzy, kterd poslouzila k odhaleni mist na molekule PdcQ52K (znafeno Pdc),
u kterych dochazi ke zpomaleni proteolyzy v disledku vazby proteinu 14-3-3(AC. Jako
vhodny nastroj ke sledovani kinetiky proteolyzy byla vybrana vizualizace na
polyakrylamidovém gelu v redukénim prostfedi (SDS-PAGE) a také vyneseni vysledkt
hmotnostni spektrometrie spojené S kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS) do casové

zavislych grafi.

5.3.10.1 Limitovana proteolyza sledovand pomoci SDS-PAGE

Na Obr. 5.34 a 5.35 na str. 102 jsou zobrazeny vysledné gely po proteolytickém
$tépeni chymotrypsinem, respektive trypsinem. Stépeni probihalo na vzorcich PdcQ52K,
jeho fosforylované verzi PdcQ52K-PP, jejiho komplexu se 14-3-3JAC a na samotném
14-3-3¢AC, po dobu 0, 1, 3 a 5 minut. Z obou obrazku je patrné, ze proteolytické $tépeni

pfi danych podminkach neprobéhlo na samotném 14-3-3(AC. Fosforylace méla vliv na
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kinetiku $tépeni fosducinu, jak lze vidét v levé casti Obr. 5.34, kde jsou vidét rozdily
Vv tloust’ce pruhl nastépenych peptidi a zaroven v jejich mirné rozdilném vzoru. Naopak
Vv piipadé trypsinového $tépeni jsou pruhy peptidi po fosforylaci méné vyrazné v dany Cas
(nejlépe zobrazeno po 5 minutach proteolyzy) (Obr. 5.35). Vazba 14-3-3(AC zpomalila
proteolyzu v obou ptipadech proteas, jak Ize vidét na obou obréazcich, nebot’ peptidové
pruhy odpovidajici $t€épnym produktim PdcQ52K-PP jsou méné vyrazné, pokud byl ve
vzorku ptitomen 14-3-3(AC.

i
!

" PdQ52K PdQ52K-PP 14-3-3AC + PdQ52K-PP 14-3-3AC
48 kba " 0 1 3 S5min 0 1 3  S5min 0 1 3 5 min. 0 1 3  S5min.
35 kDa — - -
25kDa —— pe—
Wb —) W e e w

17 kDa

11 kDa

Obr. 5.34 Vizualizace vysledkii z proteolytického stépeni chymotrypsinem na polyakrylamidovém
gelu. Zleva, srovnani kinetiky stépeni pro PdCQ52K a fosforylovany PdcQ52K-PP, ddle
PdcQ52K-PP v komplexu se 14-3-3{4C. K proteolyze 14-3-3{AC za danych podminek vitbec
nedoslo. Vzorky byly chymotrypticky stépeny po dobu 0, 1, 3 a 5 minut. Obrdzek byl vytvoren
spojenim dvou geli. Prvni a ctrandcty sloupec odpovida proteinovému standardu molekulovych

hmotnosti.
— PdQ52K PdQ52K-PP 14-3-3AC + PdQ52K-PP = 14-3-3AC
—
4akos —J 0 1 3 5 min. 0 1 3 Smin. 0 1 3 Smin. .. 0 1 3 5 min.
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- e . e WD G G G W
25 kDa C ——
| - o -’ G W W
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Obr. 5.35 Vizualizace vysledkii z proteolytického stépeni trypsinem na polyakrylamidovém gelu.
Z leva, srovnani kinetiky stépeni pro PACQ52K a fosforylovany PdcQ52K-PP, dale PdcQ52K-
PP v komplexu se 14-3-3{4C. K proteolyze 14-3-3(AC za danych podminek viibec nedoslo.
Vzorky byly trypticky Stépeny po dobu 0, 1, 3 a 5 minut. Obrdzek byl vytvoren spojenim dvou
gelii. Prvni a ctrndcty sloupec odpovida proteinovému standardu molekulovych hmotnosti.

5.3.10.2 Limitovand proteolyza sledovand pomoci LC-MS/MS

Sledovani kinetiky proteolyzy pomoci LC-MS/MS umoznilo detailnéji ndhlednout
k mistim, kde vazba 14-3-3JAC zpomaluje proteolytické Stépeni na PdcQ52K-PP svou
pfitomnosti. Proteolyza probihala na vzorcich PdcQ52K, PdcQ52K-PP a na komplexu
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14-3-3(AC:PdcQ52K-PP v molarnim poméru 2:1. Bylo vybrano Sest peptidd, jakozto
produktli proteolyzy, u kterych byl sledovan nérast jejich mnozstvi po urcitém case (0, 1, 3
a 5 min.) pasobeni proteasy (chymotrypsinu, nebo trypsinu). Sest §tdpnych mist (K31,
R51, R67, Y77, R94 a L105) odpovida N-konctim téchto peptidt (viz Obr. 5.36, str. 104).
Z divodu mozného ovlivnéni ucinnosti ionizace v MS vlivem fosfatovych skupin
vazanych na Ser54 a Ser73, u peptidii zacinajicich K31 a R51 byla sledovana kinetika
proteolyzy jak u PdcQ52K, tak u PdcQ52K-PP i PdcQ52K-PP v komplexu. V ostatnich
ptipadech byla sledovana pouze kinetika proteolyzy PdcQ52K-PP a PdcQ52K-PP
v komplexu.

Z Obr. 5.36A na str. 104 je patrné, Ze vazba 14-3-3CAC zpomalila proteolyzu
PdcQ52K-PP ve vsech vybranych §tépnych mistech peptidd, kromé L1035, ktery se nachazi
v C-terminélni &asti Pdc-ND. Stépné misto R94 bylo chranéno proti proteolyze v mensi
mife. Tyto vysledky jsou konzistentni s AllosMod modelem komplexu (Obr. 5.36B, str.
104). V ném jsou ¢ernymi kiizky vyzna¢ena $tépna mista. Zluté jsou v modelu vyznatena
mista, kterd interaguji s Gyfy. Jak je vidét z modelu, velkd ¢ast t€chto mist obsaZenych
predev§im v Pdc-ND (30 az 80 residui) je zapojena do vazby s dimerem 14-3-3(AC.
Ptitomost 14-3-3(AC zpomalila proteolyzu v mist¢ K31, které se pravdépodobné nachazi
mimo centralni kanal dimeru 14-3-3JAC. Tento vysledek nasvédcuje, ze misto K31 se
nachazi v blizkosti povrchu dimeru 14-3-3(AC a je konzistentni s nasimi ptedeSlymi
vysledky z méfeni poklesu anizotropie fluorescence, ve kterém bylo pozorovano omezeni
flexibility tryptofanu W29 po vazbé a zaroven byla pozorovana zména v jeho
fluorescencnich vlastnostech (viz kapitola 5.3.3). Pomalejsi Stépeni u PdcQ52K-PP
(Gervena, Obr. 5.36A na str. 104) v misté R51, ve srovnani s PdcQ52K (zelena, Obr. 5.36A
na str. 104) potvrzuje nase ptredeslé vysledky, Ze fosforylace Ser54 a Ser73 ovliviiuje

konformacni chovani N-terminalni poloviny Pdc-ND-PP.

103



g S 3

S C
T

Pde-ND (1-110) Pdec-CD (110-246)
Y77 L105
L1épné misto K31, neP, trypsin $tépaé misto RS1, neP, trypsin
v s
- - <
.t } A [ ) -t
- F ST 3 a A
~ . I e -
- N 7 - pr— = —
" ® 1a33epar " sasepar
A * pacr e ———————— *
'y & Cas(mn) & P [ 6 Casimn) * Poc
$époé misto RE7, 17P, trypsin Stépné misto Y77, 2P, chymotrypsin
——— A o
RIS N — A R /
PR , S —— A ——— /
i l',—'_’_‘/'
e\ e—— X o R T
A " a3aePap A " ja33ePmp
4 6 Casimin) ¢ Poer 4 [3 (min.) ¢ por
Stépad misto R94, 27P, teypsin Stépné misto L10S, 2+ P, chymotrypsin
av - P
= Sl
R V— | ~- .
. i
——fe—— Y it /
A ) %_J/’ A i~ s
h | . L) l’ L ‘l. b . L)
£ * -
—“n\_ | 1433 PcP A ® a3 3erar
* racr * pacr
4 6 Cas(min) [ & Cas (min.)

Obr. 5.36 Detailni pohled na interakci mezi 14-3-3(AC (znaceno 14-3-3) a PdcQ52K-PP
(znaceno PdcP) pomoci limitované proteolyzy spojené s LC-MSIMS. (A) Levé casti obrazkii
predstavuji chromatogramy odpovidajici konkrétnimu kladné nabitému peptidu vzniklému
proteolyzou. Nejvys umistény chromatogram dané barvy v cerném rdamecku odpovida peptidu
po 0 minutovém pisobeni proteasy (trypsin, nebo chymotrypsin). Nejnize umisteny
chromatogram dané barvy odpovida 5 minutovému pusobeni proteasy. Grafy vpravo zobrazuji
kinetiku proteolyzy. Kazdy bod odpovida wrcitému mnozZstvi peptidu detekOvanému
hmotnostnim spektrometrem V odpovidajicim case proteolyzy. Tyto vysledky jsou zobrazeny
pro Sest vybranych peptidii. Peptidy pokryvaji Pdc-ND-PP se stépnymi misty K31, R51, R67,
Y77, R94 a L105. (B) AllosMod model komplexu s vyznacenymi Stépnymi misty (Cerné krizky).
Cys189 na 14-3-3{4C, na kterém byla vazana IPSL znacka pri PRE NMR mérenich, je
zobrazen oranzove. Mista ovlivnéna IPSL jsou oznacena modrou elipsou. Residua primo
zapojend do vazby s Gif3 jsou zobrazena zluté [2].

104



5.3.11 Limitovana defosforylace

Podle nskterych studii [66, 72] dochazi v bunce k defosforylaci Pdc-PP pomoci dvou
fosfatas, proteinfosfatasy 1 (PP1) a proteinfosfatasy 2A (PP2A). Jednou z moznych funkci
proteinu 14-3-3AC v bunice je ochrana Pdc-PP pied defosforylaci, ¢i jeji zpomaleni.
Rozhodli jsme se proto tento navrh ovéfit in vitro pomoci metody limitované
defosforylace. Pro vizualizaci kinetiky defosforylace byly vybrany dvé techniky. Prvni
z nich je vizualizace na polyakrylamidovém gelu obsahujicim Phos-Tag™ (SDS-PAGE-
Phos-Tag), druha je hmotnostni spektrometrie spojena s LC-MS.

5.3.11.1 Limitovand defosforylace sledovand pomoci SDS-PAGE-Phos-Tag

Na Obr. 5.37 na str. 106 jsou zobrazeny vysledné gely po defosforylaci PdcQ52K-PP
pomoci PP1. Defosforylace pomoci PP2A nebyla, z divodu nedostatku enzymu,
provedena touto metodou, ale vysledky jsou dostupné v Diplomové praci Mgr. Jifiho
Simtnka [204]. Defosforylace byla vzdy zastavena po 0; 0,5; 1,5; 3 a 7 minutach ptisobeni
PP1. Vlevé casti obrazku jsou ukazany pozice proteini na gelu, zleva odpovidaji
14-3-3(AC, PdcQ52K-PP, PdcQ52K S73A-P (pomoci PKA fosforylovan pouze v pozici
S54), Pdc WT-P (pomoci PKA fosforylovan pouze v pozici S73), PdcQ52K. Nasleduje gel
zobrazujici kinetiku defosforylace samotného PdcQ52K-PP, poté PdcQ52K-PP vazaného
v komplexu se 14-3-3JAC v molarnim poméru 2:1 (dimer 14-3-3 vaze jeden Pdc),
a nakonec PdcQ52K-PP  ve smési se 14-3-3(AC v molarnich pomérech
14-3-3(AC:PdcQ52K-PP = 1:2; 1:1; 2:1 a 4:1, kde defosforylace u vSech ¢tyfech vzorkt
probihala po dobu dvou minut.

Z Obr. 5.37 je ziejmé, ze pritomnost 14-3-3¢AC in vitro zpomalila defosforylaci
PdcQ52K-PP, coz se projevuje klesajici intenzitou barvy pruhu obsahujiciho Pdc-PP
V rostoucim Case v neptitomnosti 14-3-3(AC oproti komplexu. Obrazek také nasvédcuje
tomu, ze PP1 nejdiive odstrani fosfat ze Ser54 a poté az Ser73. Opacny trend byl
pozorovan v piipadé PP2A [204]. Vétsi mnozstvi 14-3-3(AC ve smési zabranilo
defosforylaci PdcQ52K-PP s vétsi cinnosti, jak Ize vidét na intenzit€ barvy pruhu
odpovidajiciho Pdc-PP ve smési s pomérem 4:1, v porovnani napi. se smési s pomérem

1:2.
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Obr. 5.37 Vizualizace kinetiky defosforylace PdcQ52K-PP pomoci PP1 na 10% Phos-Tag™ gelu.
Z leva, 14-3-3{4C (14-3-3), PdcQ52K-PP (Pdc-PP), PdcQ52K S73A-P (fosforylovin pouze
S54) (S54-P), Pdc WT-P (fosforylovin pouze S73) (S73-P), PdcQ52K (Pdc). Nasleduje gel
S vizualizaci defosforylace samotného PdcQ52K-PP, poté PdcQ52K-PP vkomplexu se
14-3-3{AC v moldarnim poméru 2:1 (dimer 14-3-3 S jednim Pdc). Defosforylace byla zastavena
po 0; 0,5; 1,5; 3 a 7 minutach. Gel v pravo vizualizuje defosforylaci PdcQ52K-PP ve smési se
14-3-3{4AC v moldarnich pomeérech 14-3-3{AC:PdcQ52K-PP = 1:2; 1:1; 2:1 a 4:1 po 2
minutdch piisobeni PP1. Obrazek je slozen ze tri geli.

5.3.11.2 Limitovand defosforylace sledovand pomoci LC-MS

V piipad¢ kinetiky defosforylace PdcQ52K-PP sledované z vysledkt z LC-MS, byla
pouzita jak PP1, tak PP2A. K experimentu bylo pouZzito sestaveni pfistrojové techniky
bézné pouzivané ke sledovani HDX-MS (kapitola 4.9.1). Vzorek byl injektovan na kolonu
s obsahem proteasy (pepsin, nebo rhizopuspepsin), odsolen a vzniklé peptidy byly
pfeneseny nejdiive na kolonu kapalinové chromatografie a dale do hmotnostniho
spektrometru, kde byly kladné nabity a nasledné analyzovany (LC-MS). K vizualizaci
defosforylace byly vybrany peptidy obsahujici fosforylacni mista Ser54 a/nebo Ser73,
a sledovan byl narGst nefosforylovaného peptidu v cCase. Ziskana data ukazuji, ze
ptitomnost 14-3-3(AC ve vzorku (komplex v poméru 2:1 = 14-3-3:Pdc-PP) zpomaluje
defosforylaci obou fosforyla¢nich mist, jak je ukazano na Obr. 5.38 na str. 107. Tento
vysledek mize poukazovat na fakt, ze dalsi roli 14-3-3 v bunice mize byt jeho ochrana
fosducinu, pfipadné¢ jinych fosforylovanych vazebnych partneri, pied rychlou
defosforylaci, pravdépodobné fyzickym zabranénim piistupu fosfatas. Navic tento
vysledek potvrzuje, Ze obé fosforylacni mista jsou zapojena do vazby, coz potvrzuje nase

predeslé vysledky z AUC a NMR.
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Defosforylace byla vzdy zastavena po 0; 0,5; 1,5; 3 a 7 minutach. Na Obr. 5.38 jsou
vzdy v levé Casti (Cerny ramecek) zobrazeny chromatogramy daného peptidu, kde nejvyssi
pozice chromatogramu dané barvy (modra nebo cCervena) odpovidd 0 minutim
defosforylace a nejnizsi 7 minutam defosforylace. Kazdy bod grafu v pravé ¢asti odpovida

mnozstvi peptidu analyzovaného MS v daném case zastavené defosforylace.
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Obr. 5.38 Vizualizace kinetiky defosforylace PdcQ52K-PP (zrnaceno PdcP) z vysledkii ziskanych
metodou LC-MS. Levé casti obrdzkii (A, B, C, D) predstavuji chromatogramy odpovidajici
konkrétnimu kladné nabitému peptidu vznikléemu proteolyzou (pepsin, nebo rhizopuspepsin)
defosforylujiciho fosducinu. Nejvyse umisteny chromatogram dané barvy (modrd nebo
Cervend) V cerném ramecku odpovida peptidu po 0 minutovém piisobeni fosfatasy (PP1, nebo
PP2A). Nejnize umistény chromatogram dané barvy odpovida T minutovému piisobeni
fosfatasy. Grafy vpravo (A, B, C, D) zobrazuji kinetiku defosforylace. Kazdy bod odpovida
urcitému mnozstvi peptidu detekovanému hmotnostnim spektrometrem V odpovidajicim case
zastaveni defosforylace. Tyto vysledky jsou zobrazeny pro ctyri vybrané peptidy obsahujici
fosforylacni mista PdcQ52K, Ser54 a Ser73. Pokusy byly provedeny pro PdcP v piitomnosti
(molarni pomer 2:1) i nepritomnosti 14-3-3{AC (znaceno 14-3-3).
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6 Diskuze

Hlavnim cilem této disertacni prace je biofyzikalné charakterizovat protein fosducin
(Pdc) vjeho volném (tzv. apo) stavu, dale biofyzikalné charakterizovat doposud
neobjasnénou strukturu komplexu fosforylovaného Pdc s proteinem 14-3-3 (14-3-3/Pdc-
PP) a objasnit, jakou roli hraje vazba proteinu 14-3-3 ve funkci Pdc.

Gaudetové a kol. se podatilo ziskat krystalovou strukturu Pdc sjeho vazebnym
partnerem, heterodimerni podjednotkou Gify trimerniho G-proteinu transducinu. Tato
studie ukazala, ze nejveétsi vazebny povrch na Gy zaujimd N-terminalni doména Pdc
(Pdc-ND) (~65 %). Ve vazaném stavu tato podjednotka sestava ze tii a-helixt (Obr. 2.4,
str. 21). C-terminalni doména (Pdc-CD) je strukturné podobna thioredoxinu [2]. Gaudetova
a kol. také ukazali, ze pokud je Pdc fosforylovan v misté Ser73, je formovan komplex
GyBy/Pdc s nizsi afinitou. Stejna skupina zkoumala i volny Pdc pomoci metod 1D nuklearni
magnetické rezonance (NMR) a cirkularniho dichroismu (CD). Jejich vysledky naznacuji,
Ze ve volném stavu je Pdc ¢aste¢né neuspofadany a nesbaleny protein [77]. Pro detailni
charakterizaci struktury volného Pdc byly vramci této prace pouzity riizné piistupy
strukturni biologie vcetné metod dynamického rozptylu svétla (DLS), CD v blizké
1 vzdalené oblasti ultrafialového zateni (UV), analytické ultracentrifugace (AUC), Casove-
rozliSeného dohasinani intenzity fluorescence ANS, malouhlového rozptylu rentgenového
zateni (SAXS) a 2D — 5D nuklearni magnetické rezonance (NMR). V naSich studiich jsme
studovali nejen celou molekulu Pdc, ale také izolované Pdc-ND a Pdc-CD. Za pouziti vyse
zminénych metod jsme potvrdili, Ze Pdc-ND je ve svém apo stavu vnitiné neuspotfadany
protein (IDP) bez signifikantnich nadznakl sekundarni ¢i terciarni struktury, zaujimajici
rozsahly objem. Pdc-CD je protein vykazujici typické rysy sbaleného kompaktniho
proteinu s jasné definovanou sekundarni i terciarni strukturou, kromé¢ aminokyselinové
sekvence poslednich 22 C-termindlnich zbytkd, jak potvrdila i bioinformatickd analyza
[80]. Na zaklad¢ ziskanych dat byly navrzeny c¢tyii plausibilni konformery proteinu Pdc
(Obr. 5.13C, str. 67). Kdyz byl Pdc fosforylovan na dvou jeho fosforylaénich mistech
(Ser54, Ser73) [72, 85], pozorovali jsme vzajemnou Slabou interakci obou domén, jak lze
vidét i z vysledki fluorescenénich méfeni (kapitola 5.3.3).

Pro vznik komplexu 14-3-3/Pdc-PP je nutna fosforylace obou fosforylacnich mist
(Ser54 a Ser73) obsazenych v Pdc, jak potvrzuji nase vysledky z AUC (kapitola 5.3.1).
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Tento zavér podporuje vysledky Thulina a kol. a také Nakana a kol. [71, 72]. Dale jsme
ukézali, ze se jednd o stfedné silnou vazbu s disociani konstantou v jednotkdch pM.
Nejvétsi podil na vazbé Pdc-PP s proteinem 14-3-3 ma fosforylovana Pdc-ND, jak lze
vidét z vysledkit AUC (kapitola 5.3.1). Protein 14-3-3 interaguje s Pdc-ND v mistech, kde
Pdc-ND interaguje s Gy, coz naznacuje, ze protein 14-3-3 soutézi s Giffy o vazebné misto
na fosforylovaném Pdc. Jednou z moznych funkci proteint 14-3-3 je fyzické zakryti
(maskovani) uré¢ité sekvence nebo strukturniho motivu vazebného partnera [205]. Tato
funkce dobie zapada do schématu komplexu 14-3-3/Pdc-PP, kde 14-3-3 pravdépodobné
zakryva ob¢ fosforylacni mista Pdc-PP a vétSinu aminokyselinové sekvence Pdc-ND.
Ukazali jsme, ze velka cast Pdc-ND se nachazi v centralnim kanalu dimeru 14-3-3,
pfi¢emz fosforylacni mista Ser54 a Ser73 vytvareji dva 14-3-3 vazebné motivy, které se
podileji na tvorbé komplexu [117, 165, 166]. Pii tvorbé komplexu 14-3-3/Pdc-PP nebyla
pozorovana vyrazna zména sekundarni a tercidrni struktury v ramci fosforylované Pdc-ND,
ktera i v navazaném stavu zustava flexibilni. Z toho usuzujeme, Ze vznika tzv. ,,fuzzy*
komplex (kapitola 2.2). V komplexu jsme ovSem pozorovali c¢astetné omezeni
pohyblivosti uréitych fosducinovych residui, nachazejicich se jak v Pdc-ND (Trp29,
Cys89, Trp93, Cys97), tak v Pdc-CD (Cys148, Cys168) (kapitola 5.3, Obr. 5.24, str. 86).
Vazba 14-3-3 tedy castecné snizuje flexibilitu Pdc-ND i Pdc-CD, coz mtze naznacovat na
fakt, ze i Pdc-CD interaguje piimo se 14-3-3. NMR studie ukazaly, ze oblast 14-3-3
dimeru obsahujici cysteinovy zbytek 189 se nachazi v blizkosti segmentu Pdc-ND
s aminokyselinovymi zbytky 16 - 26 (kapitola 5.3.7). Cysteinovy zbytek 189 se nachazi
v helixu H8 14-3-3, ktery je situovan na vné&jSim okraji dimeru (Obr. 2.7 na str. 36).
Z té&chto méteni vyplyva, ze vazebny povrch 14-3-3 zahrnuje nejen centralni kanal dimeru,
ale 1 vngj$i nekonzervované oblasti. Podobnéd interakce byla pozorovana uz dfive
s proteinem RGS3 [144, 145]. Pomoci metody limitované proteolyzy byla odhalena mista
na Pdc, ktera podléhaji pomalejSimu proteolytickému S$tépeni, pokud je Pdc vazan
v komplexu se 14-3-3. Modelovani struktury komplexu na zakladé dat ziskanych ze SAXS
meéfeni (Obr. 5.32A na str. 100) poskytlo model, ktery je v souladu s vysledky limitované
proteolyzy a NMR méfeni.

Dale jsme zkoumali, zda vazba proteinu 14-3-3 zpomaluje defosforylaci
fosforylovaného Pdc, jak bylo spekulovano v praci Thulina a kol. [72]. Tuto domnénku
jsme potvrdili in vitro pomoci limitované defosforylace spojené s hmotnostni spektrometrii

a dale vizualizaci kinetiky defosforylace na redukénim gelu obsahujicim Phos-Tag™.
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Zavérem lze tedy fici, Ze se nam podafilo charakterizovat strukturu Pdc jak ve
volném stavu, tak i v komplexu s proteinem 14-3-3. Na zaklad¢ ziskanych strukturnich dat
jsme navrhli mechanismus, kterym protein 14-3-3 inhibuje interakci Pdc s G;5y. Dale jsme
ukazali, Ze dal$i moznou funkci vazby proteinu 14-3-3 muze byt zpomaleni defosforylace

Pdc-PP fyzickym branénim piistupu fosfatas PP1 a PP2A.
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7 Zavér

V ramci této disertani prace byla zkoumana struktura Pdc a jeho komplexu
s proteinem 14-3-3. Ke studiu struktury bylo pouzito fady biofyzikalnich a biochemickych
metod. Dale byl zkouman vliv vazby 14-3-3 na kinetiku defosforylace fosforylovaného
Pdc.

Tato prace prinesla nasledujici konkrétni vysledky:

e Pdc-ND je vnitiné neuspoiadany protein (IDP) a vroztoku nevykazuje prvky
sekundarni ani terciarni struktury. Pdc-CD je vnitin¢ uspofadana a vykazuje prvky
jak sekundarni, tak terciarni struktury.

e Vazebna afinita fosforylované Pdc-ND k proteinu 14-3-3(AC je vyssi (Kq ~ 3 uM),
nez afinita celého fosforylované¢ho Pdc k 14-3-3(AC (Kyq ~ 7 uM). Vazebna afinita
Pdc-CD k 14-3-3{AC nebyla pozorovana (Kq > 500 uM). Z téchto vysledki vyplyva,
ze pro tvorbu komplexu je kli¢ova fosforylovana Pdc-ND.

e Fosforylace Pdc vyvolava strukturni zmény a zmény ve flexibilité, a to zejména
v Pdc-ND. Vysledky také naznacuji, Ze u volného Pdc-PP fosforylovana Pdc-ND
interaguje s Pdc-CD.

e Ob¢ fosforylacni mista Pdc (Ser54 a Ser73) jsou klic¢ova pro vazbu proteinu 14-3-3.
Velkd cast Pdc-ND, ktera tvofi vétSinu vazebného povrchu Pdc pro Gy, se
v komplexu se 14-3-3 nachazi bud’ v centralnim kanalu molekuly dimeru 14-3-3,
nebo v blizkosti jeho povrchu. Vazba 14-3-3 tedy blokuje vazebny povrch Pdc pro
Gy a tim inhibuje tuto interakci. NMR a HDX-MS méteni ukazala, ze Pdc-PP
zUstava i po navazani na protein 14-3-3 flexibilni, coz naznacuje, ze by se mohlo
jednat o tzv. ,,fuzzy* komplex.

e Vazba proteinu 14-3-3(AC zpomaluje defosforylaci Pdc-PP pomoci PP1 a PP2A

in vitro.
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9 Teoretické zaklady k pouzitym metodam

9.1 Fluorescenc¢ni techniky

9.1.1 Zakladni fyzikalni princip fluorescence

Proces, pti kterém dochézi k emisi energie ve formé svétla po ptedchozi absorpci
kvanta energie, trvajici fadove 108 s, se nazyva fluorescence. Proces absorpce zafeni trva
tadove 10™° s. Absorbované zéafeni se miize pohybovat v §irokém rozmezi vinovych délek
A, nejcastéji v ultrafialové oblasti (UV, 400 — 10 nm) a oblasti viditelného zafeni (VIS, 400
— 750 nm, ale mozna je i absorpce v oblasti rentgenového zateni (RTG, 10 nm — 100 pm).
Emitované zafeni ma vétsi vinovou délku A, nez svétlo dopadajici. Vyjimkou jsou ptipady,
kdy dojde k absorpci dvou a vice fotont. Pak muzZe emisni zafeni dosahovat i mensSich
vlnovych délek, nez mé zareni dopadajici. V ptfedchozim jednofotonovém piipad¢ dochézi
k energetickym ztratam v dasledku spotieby energie pro vibraéni a rotacni pohyby
molekul, coz se projevi jako tepelné salani.

Fluorescenci zobrazuje nasledujici obrazek Obr. 9.1, tzv. Jabtonskiho diagram.

S, I
1
1
! Vnitfni konverze
|
1
1

S1 & Ld A

Absorpce Fluorescence
) \
hvy hv, .j
Soi

Obr. 9.1 Zjednoduseny Jablonskiho diagram. Sipky smérujici hrotem nahoru predstavuji absorpci
zareni o energii hva, kde h predstavuje Planckovu konstantu a va predstavuje frekvenci
absorbovaného zareni. Pri tomto déji se ozdreny atom dostdava ze zdkladniho elektronového
singletového stavu Sy do nékterého z excitovanych elektronovych stavit Sy, S;... v zavislosti na
dodané energii. Celistvé Sipky smérujici hrotem dolii predstavuji fluorescenci. Jedna se
o zarivy prechod s energii hve. Prerusované Sipky predstavuji nezarivé vibracni prechody, pri
nichz se energie vyzdri ve formé tepla. Tenké vodorovné linky predstavuji vibracni stavy
molekuly (prevzato a upraveno z [206]).

Vnitini konverze (IC z angl. Internal Conversion) zobrazena v Jabtonskiho diagramu
(Obr. 9.1) trva Fadové 102 s nebo i méné [206].
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Fluorescence fluoreskujici latky, fluoroforu, je charakterizovana dobou excitovaného

stavu 7o fluoroforu. Tato doba je dana rovnici

Ty = e (rovnice 9.1)

kde kje monomolekularni rychlostni konstanta dohasinani fluorescence a urcuje se
experimentaln¢ z kinetiky dohasinani. V tomto piipadé¢ v sob& zahrnuje pouze zativé
procesy. Doba zivota excitovaného stavu ovlivnéna i nezaiivymi procesy se znaci z.

Fluorescence dohasina exponencialn¢ podle vztahu

I =1,e77, (rovnice 9.2)

kde | je intenzita fluoreskujiciho zafeni v Case t, |y je intenzita v ¢ase t = 0.
Déale fluorescenci charakterizuje veli¢ina zvand kvantovy vytézek Q, ktery je

zjednoduSen¢ dan pomérem

Q= % (rovnice 9.3)

abs

kde Nemit je pocet emitovanych fotoni a Naps je pocet absorbovanych fotonti [206].

9.1.2 ZhaSeni tryptofanové fluorescence

Celkova fluorescence proteini je dana souhrnem fluorescenci vsech fluorofort
obsaZenych v molekule proteinu. Mezi tyto fluorofory patii aromatické aminokyseliny
tryptofan (Trp, W), fenylalanin (Phe, F) a tyrosin (Tyr, Y), ale také disulfidické vazby
[207]. Nejintenzivnéjsi fluorescence je pozorovana u Trp residui, proto se fluorescence
tryptofanti vyuziva ke strukturnim studiim proteind a studiim jejich konformaénich zmén,
aniz by byla zasazena jejich primarni sekvence. Studuji se ale i mutantni formy proteinti
obsahujicich bud’ uméle zavedené tryptofany, nebo uméle preménéné tryptofany, napf.
mutaci Trp — Phe. U takovychto mutantnich proteinti je vhodné jinymi technikami zjistit,
zda mutaci nedoslo k funkénim a velkym strukturnim zménam v molekule proteinu. Dalsi
vyhodou je pak relativné malé zastoupeni tryptofanovych residui v proteinech. Nékteré
proteiny mohou obsahovat i pouze jeden tryptofan, takZze béhem strukturnich studii se
tryptofany vzdjemné neovliviiuji a Ize tak ziskat informaci o konkrétnim tryptofanovém
zbytku a jeho blizkém okoli. Néktera residua, jako napi. kyselina asparagova (Asp, D),
nebo kyselina glutamova (Glu, E) mohou svymi protonovanymi postrannimi skupinami

také ovliviiovat nejblizsi okoli tryptofanového zbytku [208], takze lze ziskat informaci
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o jejich vzdjemné prostorové blizkosti. Tryptofan je navic oproti tyrosinu citlivéjsi na
zménu v blizkém okoli [206].

Maximalni absorpce tryptofanu je pozorovana u vinové délky dopadajiciho zafeni
A = 280 nm. Emise takto excitovaného tryptofanu se pak projevi zafenim v oblasti
vlnovych délek od 300 do 350 nm, v z&vislosti na okolnim prostfedi. Na takto velky rozsah
maxim Vv emisnich pasech tryptofanu ma vliv viskozita rozpoustédla, polarita rozpoustédla
a teplota okolniho prostiedi [206, 208, 209]. Na stabilizaci excitovaného stavu fluoroforu
ma vliv polarita blizkého okoli fluoroforu, v zavislosti na typu elektronového piechodu,
ktery v disledku absorpce svételného zareni nastane. Uvazujeme-li povoleny piechod
n—m , ktery u tryptofanu nastavé, excitovany elektron se dostava ze zakladniho stavu do
vice polarniho excitovaného stavu. Ten je stabilizovan interakei s polarnim rozpoustédlem.
Pii pfechodu z nepolarniho do polarniho rozpoustédla pak dochazi k ¢ervenému posuvu
s vét$i hodnotou maxima emisni vinové délky a nizsi energii [206]. Stfedni doba Zivota
excitovaného stavu 7 se u tryptofanu a AEDANS zkracuje v polarnéjsim prostiedi. Jednou
Z pti¢in muze byt fakt, ze vetsi dipélové momenty u okolnich molekul mohou zvySovat
uéinnost pienosu energie v ramci daného elektronového stavu fluoroforu [210 - 212].
U jinych fluoroforti tomu mize byt naopak [213, 214]. ZaleZi piedev§im na tom, jak
nezarivé procesy reaguji na ptitomnost polarniho okoli.

Bavime-li se konkrétné o zhaSeni tryptofanové fluorescence pomoci tzv. zhasedla,
ziskame tak informaci piedev§im o pfistupnosti tryptofanového zbytku okolnimu
rozpoustédlu. Zhasedlo byva obsazeno v rozpoustédle, ve kterém je rozpustén i protein,
a v disledku strukturni zmény, kterd mtize nastat napf. navazanim proteinu k ligandu, nebo
zménou pH okolniho prostiedi apod., mize dojit k odhaleni tryptofanového zbytku z jeho
hydrofobniho jadra a jeho rychlejSimu navratu do zakladniho elektronového stavu. Jako
zhasedlo se mtize pouzit napt. akrylamid, jodid, kyslik apod. [215].

Pro zhaseni fluorescence jsou navrzeny dva zakladni mechanismy. Jednim z nich je
zhaSeni statické, které nastava diky tvorbé nezafivych komplexli se zhaSedlem a neni
zavislé na difuzi fluoroforu, ani zhaSedla. Druhym typem zhéaSeni je zhaSeni dynamické
(kolizni), které zavisi na difuzi fluoroforu a rozpoustédla a je dano Stern-Volmerovou
rovnici ve tvaru

II_O =1+Kk, -7, [Q] (rovnice 9.4)
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kde Ip a I jsou intenzity fluorescence v nepfitomnosti, respektive pfitomnosti rozpoustédla,
Ky je tzv. bimolekuldrni rychlostni konstanta zhaseni (S'l), 70 je doba Zivota excitovaného
stavu fluoroforu v nepiitomnosti zhasedla (s) a [Q] je molarni koncentrace zhaSedla
(z angl. Quencher) (mol - I'"). Sou¢in Kq * 70 byva oznacovan jako Stern-Volmerova
konstanta K.

Stern-Volmerova rovnice ma tvar linearni rovnice a vynasi se do grafu jako

170 = f([Q]). Stern-Volmerovym vynosem lze piimo ziskat hodnotu Ky, ktera je smérnici

vynesené piimky. Nelinearita vynosu pak vypovida o pfitomnosti vétsStho mnozstvi
fluorofort, pfic¢emz jeden z nich je méné pristupny zhasedlu. V takovém piipadé je kiivka
zakiivena smérem k ose [Q]. Pokud je kiivka zakfivena smérem nahoru, od osy [Q],
pfi¢inou zakiiveni byva Casto existence jak dynamické, tak statické formy zhdSeni ve
vzorku [216]. Hodnoty lp a | 1ze ziskat pfimym métenim, hodnota [Q] je volitelna, hodnotu
70 lze ziskat méfenim Casové-rozliSeného zhaseni fluorescence (viz dale) a hodnotu ky pak
vypoctem po ziskani hodnoty Ks,. Bimolekularni rychlostni konstanta zhaseni kq odrazi
G¢innost zhaseni a piistupnost fluoroforu zhasedlu. Cim je vyssi, tim vys$si je Gginnost
zhaseni a ptistupnost fluoroforu zhasedlu [206].

Pti vyhodnocovani dat ze statick¢ho zhasSeni fluorescence se musi uvaZovat tzv.
korekce na efekt vnitiniho filtru. Tento efekt vznika v disledku vzniku pomyslnych vrstev
v ramci kyvety, ve které je vzorek obsazen. Dopadajici zareni pak v ramci kyvety excituje
obsazen¢ fluorofory nerovnomeérné, tedy ty nejblize sténdm kyvety nejvice a s postupnou
rostouci hloubkou ménég, nebot’ je toto zafeni tlumeno vnéjSimi vrstvami. Pro odstranéni
tohoto efektu se tedy zméfi i fluorescence samotného pufru s postupnymi piidavky
zhéaSedla stejné, jako v pfipadé vzorku, pfi danych excita¢nich (v mém ptipadé¢ 297 nm)
1 emisnich (v mém piipadé 340 nm) vinovych délkach, a ziskand intenzita Il se vypocita
podle rovnice

A tAam

I.=1,-10 2 | (rovnice 9.5)

c

kde Acx @ Aem piedstavuji absorbanci pufru s obsahem ur€ité koncentrace zhasedla pii
excitaéni (297 nm), respektive emisni (340 nm) vinové délce a Iy pfedstavuje zméfenou
hodnotu intenzity pro dany objem vzorku, teplotu a koncentraci zhaSedla. Kone¢nou
redlnou hodnotu intenzity fluoroforu lyon, ve vzorku lze pak ziskat z rovnice zahrnujici

objemové zmény i korekce na vnitini filtr
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V Aex +Aem

—worek .10 2 (rovnice 9.6)

| .
pufr
V0

kon mer

kde Vo je pocatecni objem vzorku bez zhaSedla a Vyrek je aktualni objem vzorku po
ptidavku zhaSedla. lp je intenzita fluorescence pufru zméfend souCasn€ s méfenim
intenzit fluorescenci vzorkii pied a po jednotlivych pifidavcich zhasedla pii emisni vinové

délce.

9.1.3 Casové-rozliSené dohasinani intenzity fluorescence

Mg¢éfeni Casové-rozliseného dohasinani intenzity fluorescence fluoroforu obsazeného
v molekule proteinu je uziteénym ndstrojem ke zjiStovani informaci o mikrookoli
fluoroforu. Dohasinani fluorescence fluoroforu je dano stiedni dobou Zivota excitovaného
stavu tmean (z angl. mean - stredni) a mize byt urychleno vystavenim fluoroforu vice
polarnimu prostiedi, jakym muze byt vodny roztok (viz kapitola 9.1.2). Tato metoda tedy
muze poskytnout informace o dynamice molekul, jejich vzdjemné interakci a o dalSich
dynamickych procesech molekul, které nas zajimaji. Stfedni doba zivota fluoroforu zmean je
sttedni doba mezi excitaci a emisi svétla pfi navratu fluoroforu do jeho zadkladniho
elektronového stavu.

Metoda tedy podava informaci o poklesu intenzity fluorescence I(t) v zavislosti na
Case t. Na rozdil od ustalené fluorescence se u Casové-rozliSené fluorescence pouziva
pulzni excitace, nebo fazové modulované budici zafeni. Z rovnice 9.2 vyplyva, Ze
dohasinani fluorescence lze popsat exponencialnim poklesem intenzity fluorescence. Tento

vztah plati pro sférické Castice a lze jej také zapsat ve tvaru

t
| =1,e e (rovnice 9.7)

Za platnosti vztahu 9.7 Ize hodnotu tmean ziskat z vynosu zavislosti In I(t) = f(t), kde
smérnice piimky je rovna -1/tmean [206].

Pokud vzorek obsahuje vice fluoroforti, urcuje se jejich pomérna ¢ast, kterd prispiva
K celkové intenzit¢ dohasindni fluorescence. Tento stav, kterému se fika

multiexponencidlni dohasinéni, 1ze zapsat rovnici
t t L

t
I(t)=ae " +a,e “+..+aye ™ =>ae™  (rovnice 9.8)
i

a plati
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I, = (rovnice 9.9)

0; predstavuje pomeérné zastoupeni fluoroforu, tedy distribuci stfednich dob zivota
jednotlivych fluorofor. Celkova Intenzita I(t) je dana konvoluci (souctem) piispévki od
kazdého fluoroforu. V ptipadé multiexponencialniho dohasinani fluorescence nebude
zavislost I(t) = f(t) linearni, ale zakiivena. Pro ziskani informace o mnozZstvi jednotlivych
fluorofort a jejich dob zivota se musi provést dekonvoluce ziskaného signalu. I v piipadé
obsahu jednoho tryptofanu ve vzorku je mozné pozorovat multiexponencidlni dohasinani
fluorescence. Je to dano napf. vétsim mnozstvim konformaci proteinu v roztoku [217].

Pro analyzu naméfenych intenzit I(t) lze pouzit napf. metodu nejmensich Etvercd
[218], nebo metodu maximalni entropie (SVD-MEM) [198]. Pomoci SVD-MEM se
ziskd sada amplitud «;, které piedstavuji distribuci dob Zzivota excitovanych stavi

fluorofort 7;. Stfedni doba zivota je pak vypocitana podle vzorce

Tonean = D Ti * T (rovnice 9.10)

kde f; predstavuje frakéni intenzitu, ktera je dana vztahem

. a7

(rovnice 9.11)

9.1.4 Casové-rozliSeny pokles anizotropie fluorescence

Je-li nehybny fluorofor ozatovan linedrné polarizovanym zafenim a jeho absorp¢ni
prechodny dipdlovy moment je rovnobéZzny s jeho emisnim piechodnym dipolovym
momentem, dojde Kk vyzafeni linearné polarizovaného fluorescenéniho zafeni se stejnou
orientaci elektrické slozky zareni, jako ma zareni dopadajici. Dochazi-li ovSsem k pohybu
fluoroforu at’ uz samotného, nebo v ramci celé molekuly, je Groven polarizace emisniho
zafeni zménéna. Uroven polarizace emisniho zafeni je popsana veli¢inou anizotropie r
(nestejnorodost). Jeji pokles zavisi na rychlosti pohybu fluoroforu, nékdy také presnéji
fe¢eno rychlosti rotace molekuly, ktera rotuje s uréitym rotaénim korela¢nim ¢asem ¢ (S).
Cim je rychlost pohybti fluoroforu vétsi (tj. v piipadé malych rotagnich korela¢nich ¢asti
@), tim rychleji se zmenSuje polarizace dan¢ho zafeni a my pozorujeme mensi anizotropii I.

Tento fakt vyplyva z Perrinovy rovnice 9.12
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=0 , (rovnice 9.12)

T
1+-2

¢

ktera plati pro globuldrni proteiny. ro pfedstavuje tzv. vnitini anizotropii, charakterizujici

dany elektronovy piechod. 7o je doba zivota excitovaného stavu fluoroforu [206].
U velkych molekul, které maji velké rotacni korela¢ni Casy, pak miizeme pozorovat
rostouci anizotropii. Tento efekt se dd vyuzit pii popisu vzniku velkych proteinovych
komplexi.

Perrinova rovnice (9.12) se da upravit na tvar, ze kterého lze zjistit rota¢ni difuzni

koeficient sférickych rotort Dy

1 1 1 RT
—=—(1+6Drro):—(1+ TO], (rovnice 9.13)
ron ry nv

kde R je molarni plynova konstanta, T je termodynamicka teplota (Kelvin), # je dynamicka
viskozita (N - s - m™®), Vje objem rotujici sféry. Vnitini (fundamentalni) anizotropie ro
fluoroforu je dana rovnici

2
r _2|3cos” -1 , (rovnice 9.14)
° 5 2

kde S je thel mezi dipdlovymi momenty molekuly v jejim zakladnim a excitovaném stavu.
Z rovnice 9.14 je patrné, ze maximalni hodnoty ry je dosazeno pii f = 0, kdy jsou oba
momenty rovnobézné. Pak je ro = 0,4. Takovéto hodnoty je dosazeno v jednofotonovém
ptipad¢€ za nepiitomnosti depolarizace. Minimalni hodnoty ro je dosazeno pii f = /2, kdy
jsou momenty na sebe kolmé. Pak je ro = - 0,2.

Intenzita | fluorescence polarizovaného emisniho zafeni se méfi ve dvou orientacich.
Prvni orientace je rovnobézna (I) s orientaci elektrické slozky absorbovaného zateni. Druha

orientace je kolma (L) na prvni orientaci. Hodnotu anizotropie r 1ze pak urcit podle vztahu

=07 (rovnice 9.15)
=21,

Intenzita propusténého emisniho zafeni v horizontalni (L) ¢i vertikalni () orientaci je dana
umisténim emisnich polarizatora v téchto smérech. Témito polarizatory pak projde to
zafeni, které ma nenulovy prumét elektrické slozky zafeni do sméru nato€eni polarizatoru.
Od velikosti primétu se pak odviji velikost intenzity v daném sméru. V dasledku vzniku
nezadoucich jevil v emisnich spektrech pfi méfeni intenzity fluorescence v jiném thlu, nez

je uhel polarizovaného dopadajiciho svétla, se ale emisni polarizatory nataceji v tzv.
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,magickém uhlu®“ 54,7°. Pii tomto uhlu se da zméfit celkova intenzita fluorescence I(t)
Vv pfipadé, ze doba dohasinani fluorescence je srovnatelnd s rotacni relaxacni dobou.
Celkova intenzita fluorescence pak nezavisi na rotatnim pohybu fluoroforu [206, 219].
1(t) = L)(t) + 21,.(1). (rovnice 9.16)

Pii méfeni Casoveé-rozliSené anizotropie fluorescence lze ziskat mnozstvi informaci
o pohybu molekuly obsahujici fluorofor. Pii stacionarnim meéfeni se ziskaji pouze
zprumérované hodnoty intenzit fluorescence. Pii Casové-rozliSeném méfeni jsou jak
vertikalni, tak horizontalni slozka méfené intenzity brany jako ¢asoveé proménné veliCiny
a celkova intenzita I(t) je dana rovnici 9.16.

Pti ¢asové-rozliSeném méfeni dohasina anizotropie sférického proteinu obsahujiciho

jediny fluorofor monoexponencialng, podle jiné formy Perrinovy rovnice

t
rity=r,-e ¥ =r,-e°™ (rovnice 9.17)
Vynese-li se zavislost In[r(t)] = f(t), pak -1/¢ je smérnici.
Multiexponencialni dohasindani nasvédcuje nesymetrické prostorové geometrii
molekuly. Zrovnice 9.12 vyplyva, ze pokud je doba zivota excitovaného stavu 7o
. < o . q T —
srovnatelnd s rotacni korelacni dobou, podil — bude 0,5. Molekularni pohyb bude
r.0
ovlivilovat anizotropii a my budeme schopni v ¢asovém méfitku tyto zmény detekovat
a urcit z nich nékteré dynamické parametry molekul ve vzorku.

Pti méfeni ¢asoveé-rozliSené anizotropie fluorescence se vzorek ozati kratkym pulzem
(krat$im, nez je 79) zafeni a emisni zafeni je detekovano v Case nejdiive pod magickym
uhlem (pro zisk celkové intenzity fluorescence) a poté ve vertikdlnim a horizontalnim
sméru. Ziskané kiivky se slozi a ziska se casovy prubéh poklesu anizotropie fluorescence.

Pro molekuly vykonavajici nardz vice druhti pohybt (rychlé segmentalni pohyby,
pohyby celé molekuly apod.) se celkova anizotropie r(t) vyjadiuje jako soucet jednotlivych

ptispevki anizotropii, tedy jako soucet klesajicich exponencial
t
r)=>p5-e", (rovnice 9.18)

kde i predstavuji amplitudy popisujici distribuci rotacnich korelacnich casti ¢ a jejich

souctem je vnitini anizotropie v ¢aset=0 S

h=>5. (rovnice 9.19)
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Amplitudy lze ziskat metodou maximalni entropie (SVD-MEM) [198].

9.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS, z angl. Dynamic Light Scattering) je nedestruktivni
a neinvazivni metoda, diky které se da zjistit difizni koeficient D ¢astic v roztoku a na jeho
zéklade¢ 1 jejich velikost (hydrodynamicky polomér Ry). DLS slouzi také k ovéteni kvality,
presnéji polydisperzity proteinového vzorku, da se napft. zjistit, zda je proteinovy vzorek
agregovan, nebo zda obsahuje pouze Castice o stejné velikosti. Zde je nutno zminit, Ze
informaci o velikosti ¢astic je mozné ziskat i pomoci statického rozptylu svétla (SLS)
z Ghlové zavislosti intenzity rozptyleného zéteni, kterd je zpiisobena interferenci vin
rozptylenych na jedné Castici. Fazovy posun vin dostateény k métitelné tthlové zavislosti
ovSem vyzaduje velikosti ¢astic odpovidajici typicky nejméné 1/20, kde A je vinova délka
pouzitého zafeni, takze k méfeni velikosti molekul proteintl, které dosahuji zpravidla jen
nékolika nm, je metoda SLS obvykle nepouzitelna.

Svételny paprsek dopadajici na castici je sloZzen z navzijem kolmé elektrické
a magnetické slozky. Ob¢ slozky se §ifi ve sméru od zdroje zéafeni jako harmonické viny.
Oscilujici elektricka slozka paprsku po jeho dopadu na ¢astici v ni - zjednodusené feceno -
indukuje elektricky dipolovy moment x. Tento dipdlovy moment osciluje s frekvenci
stejnou, jako je frekvence dopadajiciho zafeni, a emituje sekundarni zafeni ve vSech
smérech [220].

Bylo vypozorovano, ze Castice v roztoku do cca 5 um vykonavaji pozorovatelny
Browntiv pohyb. VEtsi Castice byvaji Casto t€z8i, proto u nich Brownlv pohyb neni
pozorovatelny, zalezi oviem také na hustoté astice. Castice s vyssi hustotou vykazuji nizsi
pohyblivost v roztoku. Ozarime-li pohybujici se Castice monochromatickym koherentnim
laserovym paprskem svételného zafeni (v DLS v Cervené oblasti 632 - 675 nm), dojde
K rozptylu tohoto zafeni na koloidnich ¢&asticich a rozptylené viny spolu interferuji
(v ptipadé nekoherentniho zdroje zafeni by diky nahodnym fazim vin k interferenci
nedochézelo). Diky Brownovu pohybu, ktery ¢astice vykonévaji, se s ¢asem nahodné¢ meéni
fazové posuny mezi rozptylenymi vlnami a tim 1 vyslednd intenzita rozptyleného
svételného zateni okolo primérné hodnoty. Metoda DLS tedy méfi intenzitu rozptyleného
zateni 1(6,f) jako funkci Casu t a rozptylového uhlu 6. Rozptylené zafeni dopada na

detektor a signal je analyzovan digitalnim rychlym c¢itaCem fotont (korelator), ktery
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vyhodnoti ¢asovou autokorelacni funkci signalu. Autokorelacni funkce je tedy funkce
statistickd a pro monodisperzni vzorek je normalizovana autokorelaéni funkce g®(g.7)

zapsana ve tvaru

(1(@.DI1(q,t+D)) .
9@ (q,7) = W : (rovnice 9.20)

kde lomené zavorky oznacuji stiedni hodnotu pies Cas t a g je amplituda vinového vektoru,
jehoz hodnota je ur¢ena vinovou délkou A dopadajiciho svételného paprsku, thlem 6, pod

kterym je intenzita rozptyleného zafeni méfena, a indexem lomu rozpoustédla n, podle

vztahu [221]

q= (47) sing (rovnice 9.21)

Vinovy vektor q je vektorovym rozdilem vlnového vektoru ki dopadajiciho paprsku
a vlnového vektoru Ks rozptyleného paprsku

q=k;—kf (rovnice 9.22)

Velikost vlnového vektoru |Ki| je zavisla na indexu lomu n a vinové délce dopadajiciho
svételného paprsku 4

;| = k; = 2:—” , (rovnice 9.23)
Spojenim rovnice 9.21 a 9.22 ziskame tvar rovnice 9.23 [221].

Oznaceni autokorelacni funkce g(z)(q,r) funkci druhého tadu vychézi ztoho, Ze
autokorelovanou veli¢inou je intenzita (vykon) zafeni, kterd je umérna druhé mocniné
intenzity elektrického pole zafeni E(q,t). Od veli¢iny E(q,t) Ize analogicky odvodit funkci
1. fadu

(E( Ft)E* Ft+ ) -
gP(q,7) = W ) (rovnice 9.24)

kde * oznacuje funkci komplexné sdruZzenou. D4 se ukazat, ze obé funkce spolu souviseji

tzv. Siegertovym vztahem
92(q, 1) =1+BlgV(q,)|° (rovnice 9.25)

kde f je faktor souvisejici se zachovanim koherence v detekénim objemu. Pro malé
hodnoty 7 je korelace vysoka, protoze pohybujici se ¢astice nemaji dostatek ¢asu k presunu
do jiné pozice, nez ve které se nachdzi. Porovname-li dva signdly pro malé hodnoty 7,
zustavaji pak oba témet stejné. Se zvétSujicimi se hodnotami 7 korelace exponencialné
klesa a pro 7 — oo jiz neexistuje korelace intenzity rozptylu mezi jejim pocatecnim

a kone¢nym stavem.
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Autokorelaéni funkce g®(q,7) je v systému neinteragujicich &astic bez vnitini
dynamiky, kdy jediné pozorovatelné fluktuace v systému jsou spojené s jejich transla¢ni

difuzi, dana vztahem
g (q,7) = e7PUT, (rovnice 9.26)

kde D je difuzni koeficient ¢astic [221]. Pro polydisperzni vzorky je autokorelacni funkce
S konkrétnim difiznim koeficientem a pfisluSnou odezvou v intenzité. Podrobnéjsi
informace o zisku informaci o casticich v polydisperznim vzorku a o jejich rozdéleni
Vv roztoku lze nalézt v literatute [221 — 224].

Pti vyhodnocovani dat se z autokorelacni funkce g(l)(q, 7) ziska inverzni Laplaceovou

transformaci distribuéni funkce diftznich koeficientti A(D)
gP(q,7) = [ A(D)e PTTdD (rovnice 9.27)

Inverzni Laplaceova transformace se nejcastéji provadi pomoci algoritmu CONTIN [225].
Zavislost mezi difuznim a frikénim koeficientem c¢éstice popisuje Einsteinova

rovnice

_ kgT

D :
f

(rovnice 9.28)

kde ks je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota a f je koeficient tfeni,
znamy také jako frik¢éni koeficient (kg - s'l). Pro frikéni koeficient kulové castice
o poloméru R obtékané tekutinou o viskozitnim koeficientu # plati za predpokladu
lamindrniho proudéni Stokestiv vztah
f =6mR, (rovnice 9.29)

Spojenim obou rovnic ziskdvame Stokesovu-Einsteinovu rovnici, pomoci niz lze ¢astici
o daném difuznim koeficientu pfipsat tzv. hydrodynamicky polomér Ry, definovany jako
polomér kulové Castice, ktera ma v daném prostiedi za dané teploty stejny diftzni

koeficient D jako sledovana disperzni Castice. Plati pro néj rovnice

_ kB;T) 2 _87'L'n2kBT . 2(9) .
RH_(67T11 Q= 3427 sin > T (rovnice 9.30)

9.3 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Malothlovy rozptyl rentgenového zafeni — SAXS (z angl. Small-Angle X-ray
Scattering) - je metoda hojné vyuzivana k ziskani struktury makromolekul (od desitek kDa

po stovky MDa) s nizkym rozliSenim (minimaln¢ jednotky nm). Diky moznosti ponechat
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makromolekulu v roztoku s téméf libovolnym slozenim, vyuzivaji SAXS casto védci
pracujici s biomakromolekulami, jakymi jsou proteiny a DNA, které, ponechany v pufru
o vhodném sloZeni (iontova sila, pH, obsah detergenti a redukcnich cinidel apod.),
zachovavaji si téméf svou nativni strukturu.

Pomoci SAXSu lIze ziskat mnozstvi informaci popisujicich strukturu i dynamiku
makromolekuly v roztoku, pfipadné smési makromolekul vzajemné interagujicich. Mezi
takovéto informace patii napt. tvar molekuly/ komplexu, jeji velikost, oligomerni stav,
molekulova hmotnost My. SAXS se také vyuziva ke kvantitativni analyze flexibilnich
systému [183].

Zakladni princip metody je zobrazen na Obr. 9.2 na str. 229. Roztok makromolekuly
o urCité koncentraci je umistén v kiemenné kapilafe a je osvécovadn fokusovanym
rentgenovym (RTG) elektromagnetickym zarenim (vinova délka A = 0,001 - 10 nm), které
je nasledné rozptylovano na elektronovych oblacich jednotlivych atomi. Zafeni je
rozptylovano pod malymi uhly (0 - 15°). Molekuly jsou mnohem vétsi, nez vinova délka
dopadajiciho zéfeni, a maji rtiznou trojrozmérnou strukturu. Rozptylené fotony se proto lisi
ve fazi. Intenzita rozptyleného zafeni I(S) je imérna mnozstvi molekul, na kterych dochazi
Kk rozptylu, tedy koncentraci roztoku, a rozdilu elektronové hustoty 4p(r), ktery je roven
rozdilu elektronové hustoty minoritni komponenty v roztoku (makromolekuly) p(r)
a rozpoustédla ps. Pro vodné roztoky je tento rozdil velmi maly.

Ap(r) = p(r) — ps (rovnice 9.31)
Polohovy vektor r udava polohu ¢astice od pomysiného zvoleného pocatku. Rozptylené
zafeni je poté zachycovano dvou-dimensionalnim (2D) detektorem. Intenzita rozptylen¢ho
zafeni je ve vodnych roztocich izotropni diky ndhodnym orientacim ¢astic v roztoku. Je
tedy bréna jako primérnd intenzita pfes vSechny orientace £ Vv prostoru. Pro
monodisperzni systém slozeny zjednoho druhu identickych castic a po odecteni
ptislusného pozadi (rozptyl rozpoustédla, Sum apod.), je intenzita rozptyleného zafeni 1(s)
vynasena jako funkce rozptylového thlu (26), ptesnéji jako funkce rozptylového vektoru s

Arsin@
S =
A

: (rovnice 9.32)

a plati pro ni vztah
I1(s) =(I(s))q = (A(s) - A*(S))q (rovnice 9.33)
Rozptylova amplituda A(S) je Fourierovou transformaci Ap(r)

A(s) =3[p(™)] = [Ap(r) - e™Tar (rovnice 9.34)
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V piipad¢ flexibilnich molekul a polydisperzniho vzorku neni intenzita imérna rozptylu
jedné castice, ale v tivahu se musi brat linedrni kombinace piispévki K-typt Céstic ve

smesi
K
1(8) =D v 1, (s) (rovnice 9.35)
k=1

kde vy predstavuje objemovy podil k-t cCastice a Ix(S) je rozptylova intenzita k-té
komponenty. Jest¢ komplikovangjsi vypocty by bylo nutno zahrnout pro roztoky
s nespecificky agregovanymi molekulami, kde k » 1. V takovychto ptipadech neni

jednoducha dekompozice uskutecnitelna [183].

Detektor &', ‘

Monochromaticky paprsek
RTG zareni, ko & o
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Obr. 9.2 Zdkladni schéma SAXS experimentu (prevzato a upraveno z [226]). V pravé casti obrdzku
Jjsou vyobrazeny rozptylové krivky dvou roztokii, roztok BSA (Cerna), roztok pufiu (Cervend)
a jejich rozdil (modra).

Jako zdroj RTG zafeni se nejcastéji pouziva rotujici anoda (4 = 0,1 - 0,2 nm), nebo
synchrotron, ktery vyuziva jako zdroje RTG zafeni urychlené nabité Castice — elektrony,
které leti takovou rychlosti a po takové zakiivené trajektorii, ze uvoliuji elektromagnetické
zateni o vlnové délce odpovidajici RTG zafeni (4 = 0,05 - 0,5 nm). Pouziti synchrotronu
jako zdroje RTG zafeni ma mnoho vyhod ve srovnani sjinymi zdroji RTG zéfeni
pouzivanymi u laboratornich pfistrojii s moznosti méteni SAXSu. Témito vyhodami jsou
pfedevsim rychlost, za jakou jsou nameétfena potfebna data (na synchrotronu v fadech
sekund, na laboratornich zdrojich az v hodinach), a rychlost zpracovani dat.

Synchrotronové zareni vykazuje vysokou zafivost, ktera je definovana podle vztahu [227]

vy ocet fotonl .
zakivost = potet fotond (rovnice 9.36)
s'mrad?-mm?2-0,1% $irky pasma
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Po ozafeni vzorku RTG zifenim se vzorek

vétSinou znici, coz je jedna z nevyhod pouziti

SAXSu, podobn¢ jako u  ozafovani
proteinovych krystalt v proteinové
krystalografii. Aby nedochédzelo k méfeni

radiacné zni¢en¢ho vzorku, vzorek je ozatfovan
V jednom bod¢ tenké kapilary, kterou vzorek pii
kazdém méieni protéka.

Pro méfeni vzorku proteinu pomoci
SAXSu je potfeba 1 - 2 mg proteinu, fadove
desitky ul vzorku a koncentrace v jednotkach az
desitkdich mg mit. U vzorkii s vys§imi
koncentracemi se pak daji zkoumat
Casticemi.

vzajemné interakce mezi

Vzorek musi byt ¢isty a monodisperzni
bez agregatil, proto je vhodné jesté pied
samotnym SAXS méfenim ovéfit jeho
monodisperzitu napf. pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS),

o kterém hovoiim v kapitole 9.2. Pro

g

ziskani kvalitnich dat je nezbytné zméftit

oo

—_—
)]

tvar vnitini

struktura

velikost

logl(s)

s (nm™)

Obr. 9.3 Schematické znazornéni  prvotni
orientace Vv rozptylové kiivce SAXSu.
Z kazdé casti krivky, oddélené svislym
Cerchovanim, Ize zjistit prvotni informace
o velikosti, tvaru a vnitini strukture
mérené molekuly.

log I(s), relativni

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Diax = 10 nm

nékolik vzorklli s raznou koncentraci

Obr.9.4 Z
usuzovat
a upraveno z [228]). V levé casti obrazku
jsou vyobrazeny mozné tvary molekul
a Vpravé

proteinu, tedy koncentrani fadu, ale
Vv identickém pufru, a to pfedevsim kvili
zfedéni

extrapolaci  k nekone¢nému

s (nm)

tvaru
na

rozptylovych  kiivek Ize
tvar molekuly (prevzato

casti  pak jejich prislusné

rozptylove krivky. Kazda barva molekuly

a zisku prfesné hodnoty gyra¢niho

poloméru Ry (viz déle).

odpovida stejné barve krivky v grafu.

Jiz z prvniho pohledu na ziskané rozptylové kiivky lze ziskat nékolik dulezitych

informaci tykajicich se velikosti, oligomerniho stavu a celkového tvaru molekuly nebo

systému (Obr. 9.3, 9.4). Z kiivky prolozeni rozptylovych dat 1ze napt. poznat, zda mezi

¢asticemi ve vzorku dochazi k pfitazlivym, nebo odpudivym interakcim, a to sklonem

kiivky u malych hodnot s (s < 1 nm™), ktery miZe byt sestupny, respektive vzestupny,

pfipadné i vodorovny s osou s, kdy nedochazi k zZadnym vyraznym mezimolekularnim
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interakcim ovliviiujicim méteni. Této skutecnosti se dd napt. vyuzit k ndvrhu koncentrace
vzorku pro krystalografické studie, které typicky vyzaduji slabé pritazlivé interakce [226].
Rychlou analyzou naméfenych dat lze ziskat nékolik parametri popisujicich
vlastnosti makromolekuly nezavisle na modelu struktury. Jsou jimi molekulova hmotnost
Mw, gyraéni polomér Ry, hydratovany objem castice V, a maximalni vzdalenost v ramci
rozptylujici molekuly Dpmax. Rychlou analyzou se zde mysli tzv. Guinierova aproximace
[196], ktera plati pouze pro malé hodnoty S. Pro monodisperzni roztok globularnich

makromolekul je Guinierova rovnice definovana ve tvaru

122
—Ris

I(s)=1(0)-e (rovnice 9.37)

1(0) je intenzita zafeni v pfimém sméru (pii nulovém thlu).

Guinieriv vynos pak piedstavuje linearni zavislost In[I(s)] na s* pro malé hodnoty s
(u biologickych vzorkl plati rozsah Smax < 1,3/Rg, obecné plati, ze velmi velké molekuly
maji Guinieriv region velmi uzky). Nelinearni chovani v Guinierové vynosu pak vypovida
o Spatné kvalité vzorku ve smyslu obsahu nespecifickych agregatti, dile o mezicasticovych
repulzich apod. Hodnotu 1(0) lze ziskat odeétenim bodu pruseéiku piimky z Giseku osy
In[I(s)] a Ry 1ze ziskat vypoctem ze smérnice pifimky ptimo z Guinierova vynosu. Hodnotu
1(0) nelze ziskat ptimo experimentalné, jelikoz tato pozice na detektoru je zakryta clonou
chranici zaznamovou techniku pfed poSkozenim RTG zafenim.

Gyraéni polomér Ry ¢astice je parametr charakterizujici velikost ¢astice jakéhokoli
tvaru. Lze si jej predstavit tak, Ze castici rozdélime na velky pocet hmotnych bodl

A%

0 hmotnostech m; vzdalenych na vzdalenost r; od t&zisté ¢astice. Pro Ry pak bude platit
Z m; - ri2
R2 — i
g Z m

Pokud je m; vSech hmotnych bodu stejné, pak ziskdme kvadraticky pramér vzdalenosti

(rovnice 9.38)

2%

D.r
2 _ i

9

R (rovnice 9.39)

n
kde n je pocet hmotnych bodl. Pro neuspofadané stavy proteinid piedstavuje Rg
z-zprumérovanou hodnotu ptes vSechny moZné konformace v roztoku. Pro nesbalené
proteiny se k zisku hodnoty Ry vyuziva Floryho rovnice [229]

Rgs =Ry NV (rovnice 9.40)
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zavisejici na poctu residui v polymernim fetézci N (tedy délce fetézce). Exponencidlni
Skéalovaci faktor v byl experimentalné urcen pro 26 chemicky denaturovanych proteini
jako 0,598 + 0,028 (pro Ry = 1,927 + 0,27) [230]. Skélovaci konstanta Ry je funkci tuhosti
polymerniho fetézce. NMR studie indikuji, ze chemicky denaturované proteiny maji vice
rozvolnéné konformace, nez vnitiné neuspotadané proteiny (IDPs — z angl. Intrinsically
Disordered Proteins). Jejich Ry vykazovalo o 15 % vétsi hodnotu, nez u IDPs [28].
Nezéavisle na Guinierové aproximaci lze ziskat hydratovany objem ¢astice V)
(Porodav objem) pomoci Porodovy rovnice
_27%1(0)
P Q

kde Q je Poroduv invariant a plati pro n¢j vztah

\Y (rovnice 9.41)

Q= TSZ I (s)ds (rovnice 9.42)

Pro globularni proteiny je hodnota V, (nm°) piiblizné rovna 1,5-2xM,, (kDa). Z Porodovy
rovnice lze tedy odhadnout i My, globularni ¢astice [184].

Dalsim parametrem, ktery lze ziskat pro linearni oblast (malé hodnoty s) Guinierova
vynosu, je parova distribu¢ni funkce vzdalenosti r dvou pozic v ramci molekuly p(r). Ta je

vypocitana Fourierovou transformaci rozptylové kiivky podle rovnice

2 -
p(r) == 2J‘szl(s)mds (rovnice 9.43)
27" s, sr

Z parové distribu¢ni funkce vzdalenosti p(r) je mozné ziskat hodnotu maximalni
vzdalenosti v rdmci rozptylujici molekuly Dpax a také hodnotu Ry

Dmax
J'rzp(r)dr
RZ=0

g

D (rovnice 9.44)
I p(r)dr
0

Pro ziskani pfesnéjSich hodnot vySe zminénych parametrii se do vypocth zahrnuji
data z celych rozptylovych kiivek, ne pouze z pocate¢ni linearni ¢asti. Pro vétsi hodnoty
s se pak vyuziva piesnéjsi Debeyovy aproximace

I(s) 2 _ :
16) =—(x-1+e™), (rovnice 9.45)

1(0)
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kde x = SzRg2 a Fourierova transformace pro ziskani p(r) funkce je nahrazena nepfimou
Fourierovou transformaci [231], kde je p(r) funkce reprezentovana jako linearni
kombinace K-kolmych funkci gk Vrozmezi [0, Dmax], kde Dmax je uZivatelsky volitelny
parametr.

p(r)= ZK:ck(pk (s,) (rovnice 9.46)

Optimalni koeficienty Cx jsou hleddny minimalizaci funkce

@ =y%+aP(p), (rovnice 9.47)
kde 4 je parametr vyjadiujici kvalitu proloZeni (fitu) experimentalnich dat ve srovnani
s vypoctenymi daty pfimou pieménou p(r) funkce. Cim je hodnota y* niz§i, tim kvalitn&jsi

je dany fit. Typicky je snahou dosahovat hodnot »*do 1.

2 1 - Iexp(sj)_CIpoé.(Sj) i -
7=y _1;{ ) } (rovnice 9.48)

P(p) je funkce zajist'ujici hladkost p(r) funkce

Dmax

P(p) = J[p']zdf (rovnice 9.49)

0

N vyjadiuje pocet bodd v datech, o
odpovida standardnim odchylkam, c je
Skalovaci faktor a nasobitel a bilancuje mezi
fitem dat a hladkosti p(r) funkce.

I(s)IO0) - s2

Kziskani  p(r)  funkce  zcelé
rozptylové kiivky se da vyuzit napf.
program GNOM [180] nebo AUTOGNOM

[232], oba vyuzivaji nepfimou Fourierovu
s(nm)

transformaci rozptylové intenzity k zisku

p(r). Témito programy lze ziskat i hodnotu Obr. 9.5 Schematické  zndzornéni  Kratkyho
vynosu pro i konstrukty  Src-kinasy
Dinax, 1(0) @ Ry (prevzato a upraveno z [183]). Globularni

Pro studium proteinového sbalovani, SH3 doména (zelend), piné neusporddand
Unige doména (Cervend) a dudlni charakter
ale také obecné pro studium nesbalenych konstruktu obou domén (modra).

proteinti se vyuziva Kratkyho vynosu, kde s?I(s) je funkei s [233] (viz Obr. 9.5). Pro
sbalené¢ globuldrni proteiny ma rozptylova kiivka v Kratkyho vynosu zvonovity tvar

S napadnym vrcholem u malych hodnot S. Zvonovity tvar kiivky urcuje rozptylova
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intenzita 1(s) globularnich proteint, kterd je pfiblizné rovna S% Nesbalené proteiny
vykazuji v Kratkyho vynosu pomaly nartist s°I(s) ve vysokych hodnotach s. Proteiny s vice
doménami pak vykazuji dudlni charakter rozptylové kiivky, tedy typicky malé lokalni
maximum v malych hodnotach s s postupnym mirnym nartistem ve vyssich hodnotach s.

Pro rekonstrukci tvaru ¢astice se vyuzivd riznych programa vyuzivajicich
specializovanych algoritmli umoznujicich riznou volitelnost vstupnich parametrii. Jedna se
0 ab initio metody vyuzivajici sférické harmonické reprezentace dil¢ich rozptylovych
amplitud [234]

1) =222 YA 6)f (rovnice 9.50)

1=0 m=—I

Dalsi vyvoj ab initio technik umoznil vyuzivat tzv. automatického kapkového
modelovani (angl. automated bead-modeling) [181, 235, 236]. Pro tento ucel byl
naprogramovan napf. program DAMMIN (z angl. Dummy Atom Model Minimisation)
[181]. Jeho algoritmus piedstavuje Castici jako kolekci M (» 1) té€sné uspoiadanych kouli
uvnitf  omezen¢ho (obvykle sférického) hledaného objemu, ktery je omezen
experimentalné urenym Dpa. Kazdd koule je matematicky ndhodné pfifazena
rozpoustédlu (index = 0) nebo Castici (index = 1) a struktura ¢astice je popsana dvojkovou
soustavou X o délce M. Rekonstrukce tvaru Castice zacind ndhodnou pocatecni aproximaci
pomoci tzv. simulovaného zihani [237], které zajisti globalni minimalizaci funkce (rovnice
9.47) tak, aby nedochazelo k falesnému spadu funkce (rovnice 9.47) v lokalnich minimech.
V kazdém kroku simulovaného zihani je jedné kouli ndhodné ptidéleno nové ptifazeni (1
nebo 0). Kazdy krok tak vede k novému modelu X" s novou vypocitanou rozptylovou
kfivkou. Takto se postupuje tak dlouho, dokud rozdil mezi spoctenou a experimentalni
rozptylovou kiivkou je globalné¢ minimalni, ¢ili dokud se nedosahne vyznamné statistické
shody mezi obéma kiivkami. Vysledek kazdého vypocteného modelu je vzdy omezen
spojitosti kouli a jeho kompaktnosti [181] a samoziejmé shodou jeho vypoctenych
rozptylovych kiivek s kiivkami experimentalnimi.

VylepSeni programu DAMMIN vedlo k jeho az 40 X rychlejsi verzi DAMMIF (F se
odkazuje na angl. fast) [185], ktera navic vyuziva neomezeného objemu pro lepsi
simulované zihani a zaroven se tak vyhyba artefaktim zplisobenym Spatné urCenym
hodnotam Dpax a vykazuje i dalsi vylepSeni. Nevyhodou programi DAMMIN a DAMMIF
je jejich predpoklad, Zze elektronova hustota v ¢astici je uniformni, coz neni bézné. To

znamena, ze rozptylové kiivky mohou byt prolozeny pouze na omezené skale s rozliSenim
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do s = 2,5 nm™. Pokud se experimentalné ziskana data spocitaji n&kolikrat stejnymi
programy (DAMMIN, DAMMIF apod.), ¢asto jsou ziskany rtizné vysledky, které ovSem
maji stejné zakladni rysy. Proto se tyto vysledky primeéruji, napf. pomoci programu
DAMAVER (AVER se dokazuje na angl. average) [182], ktery u nového zprimérovaného
modelu zachovava nejcetnéjsi zakladni rysy vSech primérovanych modelt.

Z vyse uvedenych faktl je jasné, ze rozptylové kiivky makromolekul lze také ziskat
nejen experimentalnim méfenim, ale i in silico vypocty. K takovymto vypoctim slouzi
napi. program CRYSOL [188], ktery ze znamych struktur atomickych modelt vypocte
ptislusné rozptylové kiivky, které pak 1ze porovnavat s kiivkami experimentalnimi.

SAXS je vhodny nastroj pro uréovani strukturni obalky dfive zminovanych vniting
neuspotadanych proteinii IDPs. Rozptylovy profil IDP je primérem vSech konformerd,
které¢ dany nestrukturovany protein v roztoku vykazuje. KliCovymi rysy IDPs jsou
monotonni rust rozptylové kiivky v Kratkyho vynosu (viz Obr. 9.5, str. 233), velké
hodnoty Ry, Siroka p(r) funkce svelkou hodnotou Dpax. Ab initio rekonstrukce IDPs
vykazuje pokles v rozliseni pfislusnych obalek modelt. S ptichodem tzv. ensemble
modelovani (modelovani souboru) byly vyvinuty algoritmy vhodné pro zisk obalky
s nizkym rozliSenim pfislusnych IDPs. Jednim takovymto algoritmem mize byt napf.
EOM (z angl. Ensemble Optimization Method) [183, 238]. Tento algoritmus, podobné jako
jemu podobné (BILBO-MD/MES, EROS, Flexible Meccano a dalsi), pouziva k zisku
obalky ¢astice dvou zdkladnich kroki:

1) Vypocetné vyprodukuje tisice nahodnych konformaci, jejichz struktury jsou
omezeny vlastnostmi danymi napf. primarni strukturou proteinu, tedy moznymi
prostorovymi  uspotaddnimi, geometrii v prostoru danou jednotlivymi

aminokyselinovymi rezidui.

2) Vybere soubor konformaci, které nejlépe odpovidaji experimentalnim SAXS

datim.

Strategie EOM metody pro zisk Ry je nasledujici. Nejdfive je vyprodukovano M
nahodnych konformaci (az tisice) daného proteinu. Tyto zahrnuji konformace s omezenimi
zminovanymi vySe. Vyuzitim genetického algoritmu se vyprodukuje N vybranych
konformert (20 az 50 konformertt), jejichz rozptylové kiivky dobie odpovidaji naméfenym
rozptylovym kiivkam. Vypocet s pouzitim genetického algoritmu se R-krat nezavisle

opakuje a na konci je pak ziskana N xR distribuce Rq pro danou molekulu. N xR distribuce
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se poté porovnava s pocateénim M mnozstvim konformerti a timto porovnanim lze ziskat

kvantitativni strukturni odhad proteinovych konformaci koexistujicich v roztoku [183].
Rozptylové kiivky N konformeri jsou pocitany sectenim jednotlivych rozptylovych

rysu (rovnice 9.34, str. 228), za piedpokladu, Ze vSechny konformery rovhomérné zastupuji

podskupinu tak, Ze intenzita podskupiny I(S) obsahujici N konformeri je
1 N
1(s) :WZIH(S), (rovnice 9.51)
n=1

kde In(s) je rozptyl n-tého konformeru. Pro zrychleni optimalizace se rozptylové kiivky
predpocitavaji pomoci programu CRYSOL [188].

Dalsi programy dostupné na internetu vyuzivaji faktu, Ze SAXS data lze kombinovat
s vysledky ziskanymi z jinych biofyzikalnich technik, jako je napt. NMR, kde se da vyuzit
napft. program  ENSEMBLE [239, 240]. Na  internetové strance
http://modbase.compbio.ucsf.edu/allosmod-foxs/ (kvéten 2016) lze najit odkaz na server
AllosMod-FoXS [202, 241], diky kterému lze produkovat mnozstvi konformera pro dany
vzorek. Tento server napt. vyuziva AllosMod simulace v teplotach 300 az 500 K a zvySuje

pak stabilitu sekundarni struktury modelovaného proteinu.

9.4 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Jev nuklearni magnetické rezonance (NMR) je hojné vyuzivan ke zkoumani
chemické struktury latek, ke studiu dynamickych procesi (reakéni kinetiky, chemické
vymény apod.), ke konformac¢nim studiim (studium proteinti, DNA, jejich komplexi,
polysacharidti), v mediciné ke snimani napf. organi v téle (MRI — z angl. Magnetic
Resonance Imaging), ve farmacii pro navrh 1é¢iv, kde je zjistovan vztah mezi strukturou
1é¢iva a jeho aktivitou (SAR — z angl. Structure Activity Relationships).

Atomové jadro je podle obecné uzndvanych tvrzeni slozeno ptedev§im z protonil
a neutrond. Kazdé jadro tak mize mit hmotnost m, naboj Q a jaderny spin I, coz je spinové
kvantové Cislo, tedy spinovy moment hybnosti. Ne vSechny jadra ovSem spin maji. Spin
jadra lze zjistit poctem jeho protonli a neutrond. Pro zékladni stav atomového jadra (tj.
stabilni stav) obecné plati, Ze pokud je jadro se sudym nukleonovym c¢islem N a sudym
protonovym c¢islem Z, pak spin je nulovy. Pro sudé N a liché Z je spin celociselny a pro
liché N je spin polocCiselny. Jadra s nenulovym jadernym spinem jsou NMR aktivni.

V NMR jsou oviem nejéastéji vyuzivana jadra se spinem Y2 (*H, 3C, N, 3P, °F apod.).
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Jader s nulovym spinem se vyskytuje jen velmi malo a pati mezi n& napf. izotopy **C, *°O
apod. Spinové kvantové Cislo je vyjadieno podle vztahu

Il =h-I(I+ 1), (rovnice 9.52)
kde 7 predstavuje tzv. redukovanou hodnotu Planckovy konstanty h, nékdy znamou jako

Diracova konstanta

h=o (rovnice 9.53)
21
Spinové kvantové ¢islo muze nabyvat 2| + 1 hodnot (orientaci) v rozsahu [-I, -I+1, ..., I-1,

-1].

Pokud ma4 jadro nenulovy spin, mize mit i nenulovy spinovy magneticky moment g,
ktery lze vyjadiit vztahem

u=y-1I (rovnice 9.54)

Gyromagneticky pomdr y (rad - T - s je pro kazdé jadro specificky a miZe nabyvat
kladnych i zapornych hodnot.

Existuje-li soubor izolovanych jader, tj. vzajemné se neovliviiujicich, bez vné&jsiho
magnetického pole, pak celkova magnetizace My je souftem vSech piispévkl
magnetickych momentt jader a je nulova diky ndhodné orientaci ;i jednotlivych jader

Vv prostoru

Mo = > 1;=0 (rovnice 9.55)

Jelikoz ma vétSina jader nenulovy magneticky moment g, chovaji se jadra ve vnéjSim
magnetickém poli o magnetické indukci By symbolicky jako stielky kompasu a nataceji
své magnetické momenty u v rovnobéZném sméru se smérem vektoru vnéjSiho
magnetického pole Bo. Energii E popisujici vzajemnou interakci mezi magnetickym
momentem jadra g a vn&j$im magnetickym polem By, Ize vyjadtit skalarnim soué¢inem

E=—-u-B, (rovnice 9.56)

Nejnizsi hodnotu energie tedy miizeme pozorovat v piipadé, Ze vektory obou veli¢in budou
sméfovat stejnym smerem.

Vlivem plisobeni vnéjSiho magnetického pole By ma tedy jadro tendenci se natocit
rovnobézné se smérem piisobeni By diky vlastnimu magnetickému spinového momentu g,
ale k tomuto nedojde. Z pohledu klasické fyziky je mozné pohyb magnetického momentu

u Vv magnetickém poli By popsat jako precesi, kterou si lze predstavit vytoCenim jadra
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V kolmém sméru od By a kterd vznikd diky vzniku kroutivého momentu I, ktery je dan
vektorovym soucinem

r=y-I1XB, (rovnice 9.57)

U precesniho pohybu — Larmorova precese — se energie nemeéni a vzajemna orientace
vektord By a u ziistava stejna. Vektor magnetického momentu g opisuje tvar kuzele (viz
Obr. 9.6).

W

=

Obr. 9.6 Symbolické zndzornéni precesniho pohybu vektoru
magnetického momentu u jednoho jadra (zelena koule) okolo
vektoru vnéjsiho magnetického pole B. Vektor u opisuje
precesnim  pohybem pomysiny tvar kuzele s vrcholem
v pomysiném stredu jadra.

U Larmorovy precese se da méfit rychlost otaceni w (rad - s™), kterou lze vyjadfit jako
skalarni soucin

w=-y-B, (rovnice 9.58)
kde B, je orientace magnetického pole By do osy z. Lze ziskat i frekvenci Larmorovy
precese viarm. (Hz)

Viarm = =2 (rovnice 959)

27

Bavime-li se 0 2l + 1 orientacich spinu | (rovnice 9.52), mame tedy na mysli
orientace liSici se uhlem @ svirajicim vektory g a Bp. Jednotlivym orientacim pak
odpovidaji z-slozky magnetického momentu g, sméfujici ve sméru vnéjSiho magnetického
pole

U, = p-cosf = —ymh, (rovnice 9.60)
kde m je magnetické kvantové Cislo jadra nabyvajici hodnot I, I-1, ..., -l (celkem 21+1
hodnot). Kazd¢ orientaci pak piislusi hodnota energie

E = —u,B, = —ymhB, (rovnice 9.61)
Nejcastéji NMR méfena jadra maji spin | = %2, proto magnetické kvantové ¢islo m miize
nabyvat dvou hodnot, m = - 5 a m = %. Jak dale vyplyva zrovnice 9.60, jaderny

magneticky moment v z-orientaci pak muize nabyvat hodnot y, = +%ph. Dvé hodnoty
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magnetického momentu pak daji za vznik dvéma energetickym hladindm oznacovanym a
a f ve vné¢jsim magnetickém poli s magnetickou indukci Bg
E, = —>yhB,, Ep = >YhBy (rovnice 9.62, 9.63)

T2
Mezi obéma hladinami je pak energeticky rozdil AE dan rovnici

AE = yhB, (rovnice 9.64)

Tomuto energetickému rozdilu odpovida frekvence ptechodu podle rovnice 9.59. Tato
frekvence dosahuje u dnes vyvinutych magnetickych poli magneti pouzivanych pii NMR
méfeni desitek az stovek MHz. Cim vétsi je magneticka indukce By vn&jsiho magnetického
pole, tim vétsi je rozdil mezi stavy a a f, a tim vétsi je 1 rozdil v populacich jednotlivych
spinovych stavil, ktery umoziuje vyssi citlivost NMR. Populace spinti obou stavi je dana

Boltzmannovym rozdélenim

N .

N_Z ~e"®, (rovnice 9.65)

kde ks je Boltzmannova konstanta a T je termodynamicka teplota (Kelvin). 4E pak
predstavuje rozdil energii populaci spinti ve stavu f a a (4E = Eg - E,; E, < Ep). Ny a Ng
predstavuji pocet spinti ve stavu a, respektive g (N, > Ng). Pro kazdé jadro si lze predstavit
obrazek 9.6 na str. 238. Spiny jader I, ptesné&ji vektory magnetické indukce u, vykonavaji
v magnetickém poli By precesni pohyb a jednotlivé spiny spolu nejsou ve fazi. Proto je
soubor vSech jader zobrazovan jako skupina vSech spinl opisujicich tvar kuzele ve sméru
magnetické indukce By pro stavy o (podle konvence nad rovinou xy), respektive proti
sméru magnetické indukce, pro stavy £ (podle konvence pod rovinou xy). Celkova
magnetizace Mg vzorku, dana vektorovym souétem magnetickych momentt jednotlivych
jader, sméfuje ve sméru osy z, tedy ve sméru By [242, 243].

Podle frekvence, pfi které rezonuji jadra 'H je VNMR spektroskopii zvykem udavat
indukci By magnetu. Mluvime pak napt. o 950 MHz magnetu apod., coz tedy znamena, zZe
frekvence v dana rovnici 9.59 o ur€ité hodnoté By magnetu odpovida Larmorové frekvenci
jader *H o hodnot& 950 MHz. Cim vys§i je tedy By, tim vys§i je i Larmorova frekvence
jader *H.

Doposud zde bylo hovofeno o systému soufadnic, ktery se nazyva laboratorni systém
soufadnic. Jelikoz v tomto systému rotujici spiny o rychlosti @ znesnadiuji dalsi analyzu,

pouziva se v NMR rotujici soustava soufadnd, ktera sama rotuje rychlosti w, tedy
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s Larmorovou frekvenci. Z fyzikéalniho pohledu se tedy odstrani vliv By a za rezonan¢ni

podminky se vektor celkové magnetizace M nepohybuje (viz Obr. 9.7).

M
E Ml
Obr. 9.7 Zobrazeni rotujict soustavy ’
souradné. Vektor M Vtéto soustavé
nevykondva  precesni  pohyb,  vliv ", v

vnéjsiho magnetického pole By je
Z fyzikalniho pohledu odstranén.

Aby mohlo v rotujici soustavé soutadné dojit k vychyleni vektoru magnetizace M do
pozice jiné, nez je pozice rovnob&zna s By (tj. vychyleni z rovnovdzné pozice), je potieba
systému dodat vnéjsi impulz. Tim impulzem je radiofrekvenéni oscilujici magnetické
zateni B, s frekvenci w; generované stiidavym napétim na civce. Pokud je rychlost otaceni
(ptesngji uhlova frekvence) w; stejna, jako je Larmorova frekvence w, dojde k absorpci
energie. V laboratorni soustavé soufadné pak vektor magnetizace M za¢ne precedovat
kolem sméru B, které muze byt orientovano napt. ve sméru osy X, nebo y. Pozici vektoru
M v Case t po impulzu Ize pak rozepsat jeho jednotlivymi slozkami, napf.

M, = —M, - sin(yB;t) M, = M, - cos(yB;t) (rovnice 9.66, 9.67)

V nepfitomnosti magnetického pole B; vektor M nebude vykonavat precesni pohyb ve
stejné pozici donekone¢na, ale bude se vracet do pozice rovnobézné s osou z, tedy bude
tzv. relaxovat do rovnovazné pozice. Tento navrat do rovnovahy je detekovan stejnou
radiofrekvencni civkou, ktera ptivodné generovala piidavné magnetické pole nutné pro
vychyleni M z rovnovéhy, a my jej pozorujeme jako soustavny pokles amplitud sum
harmonickych funkci v ¢ase znamy jako FID (z angl. Free Induction Decay) [242, 243].
V NMR se rozliSuji dva typy relaxacnich déja. Prvnim z nich je relaxace podélna (spin-

miizkova, longitudalni). Ta zobrazuje nartist Mo v 0Se z M; za Cas t a d& se popsat rovnici

M, = My(1 — e_T_tl) (rovnice 9.68)
T, je spin-miizkovy relaxaéni ¢as a ¢im je kratsi, tim rychleji je dosaZzeno rovnovazného
stavu. U tohoto typu relaxace dochdzi ke zméné energie systému. DalSim typem relaxace je
relaxace pficnd (spin-spinova, transversalni), u které je naopak pozorovan ubytek

magnetizace v roving Xy, a lze ji zapsat rovnici
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t

My, =My e Tz (rovnice 9.69)

T, je spin-spinovy relaxac¢ni ¢as a ¢im je kratsi, tim rychleji ubyva magnetizace v roviné Xy
a tim kratsi je odpovidajici FID. U tohoto typu relaxace nedochédzi ke zméné energie
systému. Nasledkem malych hodnot T, byva rozsiteni a snizeni signalu ve spektru NMR,
coz mizeme pozorovat u molekul s velkou molekulovou hmotnosti My, jako jsou napf.
proteiny. Tyto velké molekuly maji malou rotacni rychlost, tedy velky rota¢ni korela¢ni
¢as, coz v dusledku vede ke kratsimu T, [242, 243]. Proto je méfeni NMR proteind
Vv kapalinach omezeno do pfiblizné 70 kDa jejich hmotnosti [244].

Pro popis relaxaci pomoci vektorového modelu slouzi Blochovy rovnice. Z nich také
vyplyva, Ze ptislusnym relaxa¢nim ¢astim piislusi relaxa¢ni rychlosti Ry a R, [242, 243]

1 1

Ry =— Ry, =— (rovnice 9.70, 9.71)

T T
NMR signal (FID), tedy nejcastéji udavana zavislost velikosti My nebo My na case t,
je Fourierovou transformaci (rovnice 9.72) pteveden na frekvenéni spektrum zavislosti

I=f(v), kde | je intenzita signalu.
f(v)= [ ft)e ™ dt. (rovnice 9.72)

Mluvime-li o zakladnich parametrech v NMR, které nas zajimaji, madme na mysli
pocet signalii v NMR spektru, jejich pozice ve spektru, intenzitu signdlu (pfesnéji
integrovanou plochu pod konkrétnim signalem), St€peni signali vlivem J-interakéni
konstanty (viz dale) a relaxa¢ni vlastnosti (Ty, T, a dalsi).

Z pohledu chemické struktury mtzeme v mist¢ jadra hovofit o jeho lokalnim
magnetickém poli Bjg, jelikoz se samo symbolicky chova jako maly magnet, jak jiz bylo
feceno diive. Toto lokalni magnetické pole je ovlivnéno okolnim elektronovym oblakem,
ktery lokalni magnetické pole jadra riznymi zplsoby deformuje. Pohybujici se elektrony
maji tendenci kompenzovat vnéj§i magnetické pole By a vytvaii tak tzv. stinici efekt,
tj. dodatecné magnetické pole. Toto tzv. chemické stinéni ma za nasledek zménu pozice
signalu v NMR spektru. Lokalni magnetické pole Bjox v 0se z 1ze pak vyjadfit rovnici

Bjox = By — Boog = By(1 — o), (rovnice 9.73)
kde o je konstanta chemického stinéni. Lokalni magnetické pole pak uréuje magnetickou
frekvenci, tedy pozici signalu ve spektru

®w =Y Bix =v By(1—-0), (rovnice 9.74)
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Z rovnice 9.74 také vyplyva, ze chemicky posuv, tedy pozice signalu ve spektru, zavisi na
velikosti magnetického pole. Aby se pfedeslo nedorozuménim pii porovndvani spekter
jedné latky na magnetech sriznou frekvenci, byla dohodou zvolena referencni latka
tetrametylsilan (TMS), ktery je dobie rozpustny, inertni, generuje jediny vodikovy signal
ve spektru a vodik z néj je siln€ stinén elektrony, tudiz je jeho signal velmi posunut, Casto
daleko od signalu vzorku. Frekvence métenych latek w jsou pak na rGznych pfistrojich
vztahovany k frekvenci TMS wyer a tak ziskdme relativni hodnotu chemického posuvu o

(v jednotkach ppm, z angl. parts per million), pro kterou plati

§ =2"rek . 106 (rovnice 9.75)

Wref
Tato hodnota uz neni zavisla na velikosti magnetického pole. Jako dalsi referencni latky
(standardy) 1ze pouzit napf. i dioxan aj.

Dalsi ovlivnéni lokalniho magnetického pole jadra je zplsobeno piimou dipdl-
dipolovou interakci s ostatnimi magneticky aktivnimi jadry. Ve spektrech kapalin se ovsem
diky rychlé reorientaci molekul pifimo neprojevuje, jeji vliv na relaxaéni Casy je ovSem
zachovan. Tretim faktorem ovliviiujicim lokalni magnetické pole je nepfimé spin-spinova
interakce, tzv. J-interakce (J-vazba). Pii této interakci dochazi k tomu, Ze magneticky
moment jadra polarizuje magnetické momenty elektronii a tato polarizace je dale
pfenasSena na dal$i jadra. Diky J-interakci dochéazi ke Stépeni signali jednotlivych jader
[242, 243].

Bavime-li se predev§im o NMR proteinti, pak spektra téchto vzorkd nemusi byt
pouze jednodimenziondlni (1D), ale mluvime také o dvou az vicedimenziondlnich
spektrech (2D — nD). U 2D spekter je pfidana dimenze navic dimenzi ¢asovou. U 2D NMR
meéfeni se méii série 1D spekter s rizné dlouhou casovou odmlkou pro vyvoj nepiimé
dimenze. Ziskdme tak sérii 1D spekter. Druhou dimenzi predstavuje tato série spekter.
Nasledné se provadi dvojnasobna Fourierova transformace [242].

2D spektra se pak dale d€li na rozliSend (rozliSena podle interakénich konstant —
J(H,H), J(C,H) apod.), kde na jedné ose jsou chemické posuny o a na druhé ptislusné
interak¢ni konstanty J, a korelovand, kde na obou osach jsou chemické posuny o. Obé tato
spektra se pak jest¢ dale d€li na spektra homonuklearni a heteronukledrni, v zavislosti na
tom, jestli se polarizace pfendsi mezi stejnymi nebo riznymi typy jader. V této souvislosti
je na misté¢ zminit pojem korelacni spektroskopie, pro niz je v NMR zékladem korelace

NMR parametra (chemicky posun, interakéni konstanta atd.) urcitych jader. Korelaci 1ze
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realizovat pfenosem polarizace (magnetizace) z jednoho jadra na druhé a to jiz zminénou
ptimou dipdl-dipolovou interakci, nebo nepiimou spin-spinovou J-interakci.

Vicedimenzionalni NMR vyuziva riznych sekvenci pulzi, kterymi ovliviiuje spoustu
parametrii méteni (napi. dobu, za kterou se vektor magnetizace M vrati do rovnovazné
polohy, ¢etnost vychyleni M z jeho rovnovazné polohy, pfenos polarizace z riznych typii
jader na stejné, nebo jiné typy jader apod.). K ziskani informace o kone¢ném stavu
systétmu po sérii radiofrekvencnich pulzii aplikovanych na vzorek slouzi produktové
operatory. V NMR méfenich se také vyuzivd rtznych jevii, napi. jevu nuklearniho
Overhauserova efektu (NOE), ktery je disledkem dipolarni interakce mezi dvéma jadry,
a slouzi k urovani prostorové blizkosti atomi v molekulach a tedy urCovani prostorové
struktury proteinti.

Mezi 2D NMR méfeni patii napt. HSQC (z angl. Heteronuclear Single Quantum
Coherence Spectroscopy), coz je heteronuklearni NMR méfeni, kde dochazi ke korelaci
mezi dvéma typy jader (napi. 'H a '*C). Touto sekvenci ziskame 2D korelované
heteronuklearni spektrum, kde konkrétnimu uhliku je pfifazen konkrétni vodik apod. Dalsi
sekvence vyuzivaji J-interakci K pfenosu magnetizace mezi riznymi jadry. Mluvime pak
0 HNCA, HN(CO)CA, HNCO, HN(CA)CO, CBCANH, HNCACB, CBCA(CO)NH
a HN(CO)CACB experimentech [242], kde H znac¢i vodik, O kyslik, C uhlik a A a B znadi,

zda se jedna o uhlik v pozici a, respektive S na peptidovém fetézci (viz Obr. 9.8).

aminokyselina i-1

Hg_Cp__Hg
|
“N—©cC, —¢C
| |
HN  H,

Obr. 9.8 Oznaceni uhlikii v dipeptidu u NMR experimentii

Témito sekvencemi lze ziskat 3 az 5D spektra a lze jimi ur€it pozice signali ve
spektru, kde kazdy signal odpovidd jedné aminokyseliné v sekvenci. Pro urceni
postrannich fetézci proteini se pak vyuzivd napt. HBHA(CO)NH, H(CCCO)NH,
CC(CO)NH apod. Pro urceni hlavniho fetézce je také vhodna sekvence TROSY (z angl.
Transverse Relaxation-Optimized Spectroscopy), ktera slouzi pro studium velkych molekul

a komplex. U TROSY experimentu jsou vyruseny relaxacni mechanismy urcitych
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komponent a ve vysledku tak vidime 2D spektrum sostrymi signaly. Pro TROSY
experiment je potieba silnych magnett, tj. od pfiblizn¢ 700 MHz [242].

Pro méfeni proteinové NMR je potieba mit vzorek izotopové znaceny, tzn. uhlik 2c
je nahrazen uhlikem BC a dusik ¥N je nahrazen dusikem BN. Izotopové oznaCenych
vzorkll lze dosdhnout expresi proteinii z bakterii ve specidlné upraveném minimalnim
médiu, které obsahuje mimo jiné komponenty i B3CsH1,06 a °NH,CI. V takto pripraveném
médiu musi byt zajistény jako jediné zdroje uhliku a dusiku pravé tyto izotopoveé znacené
slouceniny. U BN izotopové obohacené¢ho proteinu se da zjistit jeho Cistota, spravné
sbaleni a spravnost koncentrace pro dal§i meéfeni. Také se daji studovat interakce
s ligandem apod. U *C,™>N vzorku se pak d4 zji§tovat i struktura proteinu. Komplikaci ve
studiu nestrukturovanych proteinti pomoci NMR je vzhled vysledného spektra, zejména
signaly amidickych protonii vykazuji velice tizkou distribuci chemickych posuvl okolo
8,2 ppm a jsou tudiz obtizn¢ rozliSitelné. Koncentrace vzorku se pohybuje podle sily
magnetu, u¢innosti chlazeni sondy NMR pfistroje a vlastnosti proteinu od 0,1 do 1,0 mM,
objem vzorku pak od 250 do 600 pl.

K zisku informaci o vzdalenostech v ramci molekuly 1ze vyuzit kromé NOE efektu,
I PRE NMR experiment (z angl. Paramagnetic Relaxation Enhancement NMR), a to
zavedenim paramagnetické znacky pfimo do molekuly proteinu, napt. kovalentni vazbou
na cysteinové residuum. Pfitomnost paramagnetické znacky zpisobi sniZeni a rozSifeni
signali aminokyselin v NMR spektru, které se nachéazeji v jeji prostorové blizkosti.
Néslednym porovndnim signalii diamagnetické a paramagnetick¢é formy molekuly
S navazanou znackou lze pak urcit prostorovou blizkost aminokyselinovych zbytkd.

Pomoci programu SPARKY [245] pak lze sekvenéné specificky pfifadit signaly
patfici jednotlivym aminokyselindm v hlavnim fetézci a déale postrannim fetézcim.
Nasledné 1ze vypocitat 3D strukturu proteinu. U vétSich molekul (od cca 40 kDa) je ovSem
pro ureni 3D struktury nutno proteiny exprimovat v deuterovaném minimalnim médiu,
coz napomaha vyhodnocovéni spektra. Do vypocetniho programu jsou vlozeny zakladni
udaje o proteinu (primarni struktura, délka vazeb, velikost dihedrdlnich Uhli a dalsi
kovalentni vazby, napf. S-S mustky, apod.) a informace ziskané z NMR méteni (napf.
vzdalenosti ziskané z NOE, PRE NMR). Nasleduje molekularné-dynamicka simulace
vyuzivajici minimalizace celkové energie, algoritmu pro simulované zihani (viz kapitola
9.3) apod. Nasleduje ovérovani pravdivosti ziskané struktury a to shodou vypoctenych

struktur s experimentalnimi daty, spoctenim rozptylu ziskanych struktur a pfislusné
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smérodatné odchylky, porovndnim strukturnich parametrt s jiz znamymi proteiny (vyuziti
Ramachandranova diagramu apod.). Pro ovéteni slouzi napt. program PSVS (z angl.
Protein Structure Validation Software suite, dostupné na http://psvs-1_5-dev.nesg.org/ -
zati 2016).

9.5 Analyticka ultracentrifugace (AUC)

Analyticka ultracentrifugace je metoda vyuzivana ke studiu hydrodynamickych
a termodynamickych vlastnosti biomolekul. Jeji vyhody spocivaji v relativné malé
spotieb¢ proteinového vzorku, ktery se da dale vyuzit pro jiné analyzy, a v dnesni dob¢ jiz
relativné lehké analyze namétenych dat, dostupné i1 pro nepfili§ odbornou vefejnost v dané
oblasti. Dalsi vyhodou je moznost pfimo ziskat nativni molekulovou hmotnost a relativné
pfesnou hodnotu disociacni Ky konstanty komplexu. Vzorky jsou méfeny ve vodném
prostiedi, takze je mozné je ponechat v témef nativni formé [246, 247]. Nevyhodou je cena
zafizeni, doba trvani experimentu V piipadé¢ méfeni sedimentacni rovnovahy (viz dale),
a pozadavky na velkou Cistotu vzorku (napi. v piipadé NMR drobné necistoty, které
neovlivituji vzorek, nejdou ve spektru vidét, proto pfili§ neSkodi vyslednému
vyhodnocent).

Sedimenta¢ni analyzu provedenou pomoci AUC lze rozdélit do dvou typl
experimentl. Prvnim znich je metoda sedimenta¢ni rychlosti a druhou je metoda
sedimentacni rovnovahy. Ob¢é metody jsou vzijemné¢ komplementarni. Metoda
sedimentacni rychlosti je technika hydrodynamicka. Slouzi k urovani tvaru molekul,
relativni molekulové hmotnosti M; a ke studiu agregacniho chovani molekul. Touto
metodou Ize také urcit mono nebo polydisperzitu vzorku, stechiometrii komplexu a také
hodnotu  zdénlivé  disociatni  konstanty  proteinového komplexu, ovlivnéné
hydrodynamickymi vlastnostmi systému Ky. Pfi metodé sedimentac¢ni rychlosti se vyuziva
vysokych otatek rotoru (fadové 10% ot. - min™® a vice) k vytvofeni rozhrani mezi
sedimentujicimi makromolekulami a oblasti roztoku bez makromolekul [246, 247]. Toto
rozhrani se vlivem rotace pohybuje od stiedu rotace (tj. horni ¢asti kyvety) smérem ke dnu
kyvety konstantni rychlosti. Tento pohyb je sledovan bud’ absorpéné, nebo interferencné
(viz déle). Vlivem difuze molekul ovSem dochéazi k rozmyvani ostrého rozhrani, coz se

projevi na zméné jeho tvaru, jak lze vidét napt. na Obr. 9.9.
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Obr. 9.9 Simulované spektrum zavislosti signdlu (napr. absorbance) na poloméru otdceni
V pribéhu méreni sedimentace molekuly o molekulové hmotnosti 50 kDa metodou
sedimentacni rychlosti. Danda molekula ma sedimentacni koeficient s = 4 S. Simulované otdcky
byly nastaveny na 50 000 ot. - min™. Obrdzek piedstavuje sérii deviti snimkii jdoucich za
sebou v case z leva doprava. Sigmoiddalni ménici se kiivka predstavuje pohybujici se rozhrani
mezi makromolekulami a roztokem bez makromolekul. Za ménici se tvar kiivek je zodpovédna
difuze molekul doprovazejici sedimentaci. Prevzato a upraveno z [246].

Pfi metodé sedimentaéni rychlosti je sledovéana rychlost pohybu rozhrani a jeho tvar. Se

znalosti téchto parametrii lze déle urcit hydrodynamické veliCiny, jakymi jsou difuzni

koeficient D a sedimentacni koeficient s makromolekuly. Zdanlivou disocia¢ni konstantu

Kq komplexu lze ziskat z iSoterm, které jsou vyneseny, jako zavislost sedimentac¢nich

koeficientli na koncentraci jedné z pfidavanych slozek proteinového komplexu. Isotermy

lze ziskat globalnim prokladanim dat pomoci programu SEDPHAT se zabudovanym

Langmuierovym vazebnym modelem pro dany molarni pomér vazebnych partnera [191,

192]. Tento postup slouzi k pfibliznému odhadu disocia¢ni konstanty.

Metoda sedimentani rovnovahy je metoda termodynamicka. Slouzi k ziskani
absolutni hodnoty molekulové hmotnosti My, ke studiu protein-proteinovych interakeci,
tedy napt. k zisku hodnoty zdanlivé disociani konstanty Ky, touto metodou lze také
sledovat agrega¢ni chovani makromolekul. Na rozdil od metody sedimentacni rychlosti, je
metoda sedimentacni rovnovahy nezdvisld na tvaru makromolekuly. Pii této metodé se
pouzivaji nizsi otacky (Casto v rozmezi 10 000 - 35 000 ot. - min™), aby mohlo dojit ke
vzniku rovnovazného koncentra¢niho gradientu makromolekul v roztoku v ramci kyvety,
tj. vkazdém bodé kyvety [246]. Do rovnovahy se pak dostava sedimentace a difuze

makromolekul. Koncentrace makromolekul se smérem ke dnu kyvety zvySuje vlivem

odstiedivé sily, jak I1ze vidét na Obr. 9.10 na str. 247.
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Obr. 9.10 Simulované spektrum zavislosti signdlu (napr. absorbance pri 280 nm) na poloméru
otdaceni v pritbéhu méreni sedimentace molekuly o molekulové hmotnosti 50 kDa metodou

sedimentacni rovnovahy. Simulované otacky byly nastaveny V rozmezi od 12 000 do 32 000
ot. - min™. Obrdzek predstavuje zobrazeni rovnovdizného koncentracniho gradientu pro stejny
vzorek pri Ctyrech riznych rychlostech otacek rotoru. Z obrazku je patrné, Ze s rostoucim
polomérem kyvety (vice u dna kyvety) rovnovainy koncentracni gradient mezi
makromolekulami a roztokem bez makromolekul narustd vlivem sedimentace makromolekul

Prevzato a upraveno z [246].

Signal je, stejné jako v ptipadé sedimenta¢ni rychlosti, mozno sledovat jak absorpcné, tak
interferenéné. Samotny pokus trva vV porovnani s metodou sedimentacni rychlosti mnohem

déle, 1 n€kolik dni, nez se ustavi rovnovaha.

Pro popis Castice pohybujici se v daném rozpoustédle konstantni rychlosti v kyvetg,

ktera je centrifugovana, slouzi Svedbergova rovnice

v o m-(@1-v-p.,) .
—= ozt (rovnice 9.76)
°r f

S =
kde sje Svedbergova konstanta — sedimentacni koeficient - pro dany systém castice/
rozpoustédlo (S). Jinou jednotkou pro sedimentaéni koeficient je Svedberg (S), a plati pro
n¢j, ze 1S = 1085, v je rychlost pohybujici se &astice ve sméru odstiedivé sily (m - s™)
a Vv ptipad¢ ultracentrifugace odpovida rychlosti pohybujiciho se rozhrani, @ je uhlova
rychlost (rad - s™), r je vzdalenost od stiedu rotace, m je hmotnost &astice, v je parcidlni
specificky objem &astice (ml - g7), prox. je hustota roztoku, ve kterém je &astice rozpusténa,

a f je frik¢ni koeficient a plati pro n¢j vztah

f= RT (rovnice 9.77)

N,D
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kde R je univerzalni plynova konstanta, T je termodynamicka teplota (Kelvin), Na je
Avogadrova konstanta a D je difuzni koeficient. Z rovnice 9.76 a 9.77 je patrné, Ze jejich
kombinaci 1ze pfimo ziskat hodnotu relativni molekulové hmotnosti M;

RTs

M,=———— (rovnice 9.78)
D(l_vprozt)

Pro hladkou, kulovitou, kompaktni ¢&astici lze vypocitat frikéni koeficient f, podle

Stokesova vztahu

f, =67mr,, (rovnice 9.79)

kde 7 je viskozita rozpoustédla a rg je polomér koule. Kombinaci rovnice 9.76, 9.78 a 9.79

pak lze ziskat sedimentacni koeficient pro kouli ve tvaru [248, 249]

Md-vp) _ M-vp)

Soue: —
N, 6, N, G| M
e g

4N,

Pomoci rovnice 9.80 lze predikovat sedimentacni koeficient pro kulovitou molekulu

(rovnice 9.80)

proteinu. Plati navic, Ze sedimentacni koeficient koule Skoue je nejvyssi mozny
sedimentacni koeficient, jakého 1ze pfi sedimentaci dosahnout, jelikoz koule ma pii daném
objemu minimalni povrch, tedy minimalni sty¢nou plochu s rozpoustédlem, cemuz
odpovida i minimalni frikéni koeficient fo. Rovnice 9.80 je dale upravovana a normovana
dle podminek okolniho prostfedi (napf. teplota 20 °C, hustota vody apod.). Podle konvence
jsou sedimentacni koeficienty udavany ve standardnim stavu vody pii 20 °C a nésledna
korekce je provedena podle vztahu [247]

Tr e ,(1_‘_ip)20,w , (rovnice 9.81)
20w (1_Vp)T,B

Ssow =St 8

kde index ,,20,w* znac¢i standardni podminky a index ,,T,B“ zna¢i podminky pifi dané
teploté T za danych podminek (sloZzeni pufru, hustota apod.).

Pomérem f/fy se da odhadnout velikost a tvar ¢astice. Pomér f/fy predstavuje odchylku
od tvaru koule.

Nejjednodussi moznosti analyzy dat v ptipadé metody sedimentacni rychlosti, je
sledovani inflexniho bodu koncentra¢niho rozhrani [250]. V dne$ni dobé se vyuziva
sofistikovangjSiho ptesnéjsiho pfistupu za vyuziti Lammovy rovnice pro putovani ¢astic

Vv silovém poli [246]
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2
x_p a—f+l@ —sa)z(r@+2cj (rovnice 9.82)
ot orc ror or

Rovnice 9.82 ptedstavuje ¢asovy vyvoj t radialni distribuce vazenych koncentraci ¢ béhem
sedimentace. r je vzdalenost konkrétni hodnoty koncentrace (makromolekuly) od stiedu
rotace. Opticky systém analytické ultracentrifugy podava informaci o radialni distribuci
koncentraci v ur¢itych ¢asovych tsecich v pribéhu experimentu (c(r,t)). Uhlova rychlost
rotoru w je volitelna. Sledovanymi veli¢inami zlstdvaji sedimentacni koeficient S a difuzni
koeficient D. Vysledkem byva zavislost distribuce sedimentacniho koeficientu g(s) na
hodnoté sedimentacniho koeficientu S. Tato distribuce je dale matematicky upravovéana
a prokladana vhodnymi algoritmy, takze ve vysledku ziskame distribuci normalizovanych
spojitych sedimentacnich koeficientd c(S). V piipadé vyskytu jednoho maxima je patrné, ze
vzorek obsahuje pouze Castice o stejné velikosti a hmotnosti, se stejnymi
hydrodynamickymi vlastnostmi, tedy se stejnou hodnotou si D. V ptipadé vyskytu vice
maxim, vzorek obsahuje vét§i mnozstvi riznych druhd ¢éstic. Posuny maxim pro danou
Castici ve stejném roztoku pfi stejné teploté pak nasvédcuji napf. vzajemnym interakcim
S jinymi Casticemi v roztoku.

Pro vyhodnocovani dat ziskanych metodou sedimentacni rychlosti je vyuzivan
program SEDFIT [191, 192], pouzivajici numerickych vypocta k feseni velkych soubori
Lammovych rovnic. Tento program lze vyuzit i pro studium interagujicich systému [251].
Dalsi verzi programu SEDFIT, ktera je schopna globalniho modelovani vétSiho mnoZstvi
experiment soucasné, je program SEDPHAT [191, 192]. Program, ktery zpracovava
a aproximuje parametry pufru (hustota, viskozita apod.), ale také napft. parcidlni specificky
objem Castice, se nazyva SEDNTERP [252].

Pti vyhodnocovéani dat metodou sedimenta¢ni rovnovahy se uvaZuje rovnice
okamzité hodnoty rovnovazné koncentrace C Vv zdvislosti na vzdéalenosti od stfedu rotace r

(rovnice 9.83) [246]

c(r)=c, -e{MRTw (r ;OZH =C ~eHr22rozﬂ (rovnice 9.83)

Rovnice 9.83 plati pro idealni neinteragujici ¢astici. Co je koncentrace v nahodné zvolené
referencni vzdélenosti ro. o je n€kdy nazyvana redukovanou molekuldrni hmotnosti.
Upravou rovnice 9.83 lze ziskat piesnou hodnotu molekulové hmotnosti My, a nasledné

ijeji oligomerni stav [246].
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Jak jiz bylo zminéno vyse, sedimentaci Ize sledovat pomoci dvou optickych systéml.
Prvni z nich je interferencni opticky systém (XL-I), druhy je absorbanéni opticky systém
(XL-A). Interferen¢ni opticky systém je zalozen na Rayleighové rozptylu a méfi index
lomu n. Je vhodny pro latky neobsahujici fluorofor, nebo latky malo ¢i piili§ absorbujici.
Absorbancni opticky systém méfi absorbanci. Je Casto vyuzivan pii méfeni proteint
obsahujicich pfirozené fluorofory, jako napft. tryptofanové zbytky. Absorbance se poté
méii pii vinové délce 280 nm. Muze se méfit 1 absorbance pti 250 nm, pro ovéreni, ze

nejvyssi pouzita koncentrace vzorku vykazuje absorbanci v linearni oblasti [247].

9.6 Cirkularni dichroismus (CD)

Cirkularni dichroismus (CD) je spektroskopickd metoda, jejiz pomoci lze ziskat
informace o sekundarni a terciarni struktufe proteinti, struktufe peptidd, cukrd,
organickych sloucenin, i struktuie nukleovych kyselin [253 - 258]. Mezi vyhody CD patii
jednoduchost a rychlost v provedeni experimentu a v pfipravé vzorku, moznost méfit
vzorek v roztoku téméf jakéhokoli slozeni, takze je mozné simulovat nativni podminky
biomolekul, které mohou byt vSech velikosti, u vzdaleného UV CD (viz dale) méteni je
potfeba relativné malého mnozstvi vzorku. CD je komplementarni metoda dopliujici
informace o struktufe makromolekul, Casto téch, které nelze jednoduse krystalovat. Pomoci
CD lze ale studovat i efekty vazby ligandu na sekundarni strukturu makromolekuly,
sledovat dynamiku procest sbalovani proteinti, sledovat vliv vnéjSich podminek (pH,
teplota, iontova sila apod.) na strukturu makromolekuly apod. Nevyhodou CD je jeho
nizkd rozliSovaci schopnost, to znamena, Ze neni mozné ptesné urcit, které CcCasti
v makromolekule vykazuji jaké prvky sekundarni a terciarni struktury, lze pouze urcit
jejich relativni zastoupeni v ramci molekuly.

Svételnou vinu Sifici se prostorem ve sméru propagace viny lze popsat dvéma
slozkami navzajem kolmymi, slozkou elektrickou a slozkou magnetickou. Pokud bychom
se jako pozorovatelé divali na slunce, nebo napf. rozsvicenou Zarovku, do vSech sméru,
tedy i v nasem sméru, se budou $ifit elektromagnetické viny svételného zateni, jejichz
elektrické slozky (tedy 1 magnetické), jsou navzajem pootoceny do vSech moznych sméra
kolmych ke sméru Sifeni viny (viz Obr. 9.11, str. 251). Takovémuto zafeni se fika zareni

nepolarizované.
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Zdroj svételného Smér Siteni svétla

zareni

Obr. 9.11 Symbolické zobrazeni sireni nepolarizovaného svételného zareni. Hnédé Sipky naznacuji
smery amplitud elektrickych (a magnetickych) vin, které jsou kolmé ke sméru sireni svételného
zareni.

Pokud je do sméru Sifeni viny vnesen polarizator, za polarizator budou propustény pouze
ty orientace svételnych vin, které polarizadtor dovoli propustit. Ziskdme tak linedrné
polarizované svétlo, které ptredstavuje elektromagnetickou vilnu S§ifici se pouze v jedné
orientaci, kde orientace elektrické slozky viny je rovnobézna s orientaci polarizatoru.
Budou-li se v jednom sméru $ifit dvé elektromagnetické, navzajem kolmé viny se stejné
velkou amplitudou, které budou navic vzajemné mimo fazi o % vlnové délky 4, vznikne
kruhové polarizované svétlo. Vznik kruhového (pfesnéji helikdlniho) pohybu elektrického
vektoru okolo vektoru propagace svétla je dan souctem vektorl jednotlivych elektrickych
sloZek obou Sitenych vin. Podle toho, zda jsou obé& elektromagnetické viny vzajemné mimo
fazi o %, nebo o -% vinové délky, lze ziskat pravotocivé, respektive levotocivé kruhoveé
polarizované svétlo. Kruhové polarizovaného svétla se vyuzivad v CD (viz dale). Posunuti
vin o |%| faze 1ze dosahnout pomoci napi. kiemenného krystalu, ktery deformaci vykazuje
piezoelektricke vlastnosti. Kruhové polarizované svétlo se pouziva napt. 1 u polarizanich
bryli ve 3D kinech.

CD vyuziva faktu, Ze nckteré molekuly, jako napf. proteiny, vykazuji chirdlni
charakter. Chiradlni molekula nemtze byt ztotoZznéna se svym zrcadlovym obrazem a je
opticky aktivni ve smyslu, ze miize staCet rovinu polarizovaného svétla. Dalsi vlastnosti
chirdlnich latek je jejich schopnost absorbovat riiznou meérou levoto€ivé a pravotocivé
kruhové polarizované svétlo. Projde-li kruhové polarizované svétlo vzorkem s obsahem
pouze chirdlni latky, pak rozdil mezi absorpci levotocivé a pravotocivé polarizovaného
svétla 44(4) bude velmi maly (« 10 celkové absorpce). Tento velmi maly rozdil ovSem
staci k pfeméné kruhové polarizovaného svétla na svétlo elipticky polarizované [256]
z diivodu rozdilnych amplitud jednotlivych slozek.

AA) =AL(A) —A4p(1) = [e,(1) —ep(AD)] - L-c, (rovnice 9.84)
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AL (1) a Ap(/) predstavuji absorbanci levoto¢ivé (L), respektive pravotocivé (P) kruhoveé
polarizovaného svétla, | predstavuje délku kyvety (cm), ¢ pfedstavuje molarni koncentraci
(mol - 'Y, 4 je vlnova délka dopadajiciho zafeni a ep(l) a e(4) predstavuji molarni
absorp¢ni koeficient, ktery je specificky pro kazdou latku a mtze se liSit 1 diky schopnosti
latky absorbovat P a L kruhové polarizované svétlo. Rozdil molarnich absorpénich
koeficienti Ze je typicky < 10 M cm™, jejich velikost oviem dosahuje hodnot napt. 20 000
MZ*cm™. CD signal je tedy maly rozdil dvou velkych hodnot. Vztah pro absorbanci latky
(rovnice 9.84) vychazi z Lambertova-Beerova zakona. Méfenym signalem CD je elipticita,
ktera se pro proteinové vzorky udava jako molarni elipticita stfedni hodnoty residua [6]

(stupefi - cm? - dmol™),

0-100-M,, .
0] = o (rovnice 9.85)

0 predstavuje elipticitu ve stupnich, My je molekulova hmotnost, C, je hmotnostni
koncentrace v (mg - ml™), | je délka kyvety (optickéd dréha) (cm) a N je podet residui
(aminokyselinovych zbytkil) v proteinovém fetézci.

Elipticita a absorbance jsou spolu vztazeny vztahem [258]

AA = L, (rovnice 9.86)
32980

kde

_2,303[Ap()—-AL(D)]
- 41

0 (rovnice 9.87)

Fyzikéaln€ si lze vznik CD signalu predstavit tak, ze zkoumana latka je schopna
absorbovat kvantum svételného zafeni, tedy excitovat urCité elektrony v obsaZenych
chromoforech. Vznikaji tak pfechodné dipoly, které ovSem musi byt prostoroveé
orientovany tak, aby byly schopné absorbovat svételné zafeni. Signdl je tedy citlivy na
zménu konformace.

Bavime-li se o méfeni CD u vzorkli obsahujicich proteiny, zajima nas
elektromagnetické zareni v oblastech spektra dalekého UV (190 - 240 nm) a blizkého UV
(240 — 350 nm). Informace o sekundarni struktufe proteinti lze ziskat méfenim CD
v daleké oblasti UV s vlnovymi délkami menS$imi nez 240 nm. Pfi absorpci svétla pfi
220 nm dochazi k ptechodu elektronti n — n, coz lze pozorovat jako slaby, ale Siroky pas
ve spektru, které je zobrazeno jako [f] = f(1). Dalsi absorpci lze pozorovat pifi 190 nm,
Gemuz odpovida elektronovy prechod m — m. Oba tyto prechody jsou typické pro
peptidovou vazbu. Chromoforem je karboxylova skupina v peptidové vazbé. Prvky

sekundarni struktury méfené¢ho proteinu lze v CD spektru odecist diky jejich typickych
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absorp¢nich past. Pro a-helix jsou pozorovany dva pasy se zapornou hodnotou stfedni
elipticity [6] pfi 208 a 222 nm, a jeden pas s kladnou hodnotou [#] pti 192 nm. S-list
vykazuje zaporny pas pii 216 nm a kladny pii 195 nm. U S-ohybu lze pozorovat silny
Siroky zaporny pas (180 — 190 nm), slaby Siroky zaporny pas (220 — 230 nm) a kladny pas
pfi 205 nm. Néhodné klubko se projevuje zdpornym pasem pii 200 nm. Tvar kiivek
odpovidajicich jednotlivym prvkim sekundarni struktury je zobrazen na Obr. 9.12
a kiivkam se fika standardni Fasmanovy ki¥ivky [256, 257]. Aromatické aminokyseliny
mohou také prispivat ke tvaru CD signalt v oblastech pod 250 nm. Ze spektra v oblasti
vinovych délek 260 az 320 nm (blizké oblast UV) Ize ziskat informace o terciarni struktufe
proteinu. Absorpce zde nastavd v disledku obsahu aromatickych aminokyselin
Vv proteinovém fetézci. Tryptofan (Trp, W) vykazuje kladny pés u 290 nm s plytkym
poklesem mezi 290 a 305 nm. Tyrosin (Tyr, Y) vykazuje kladny pas mezi 275 a 282 nm
a mirn¢ se prekryva s pasem Trp. Fenylalanin (Phe, F) vykazuje nékolik kladnych ostrych
absorpc¢nich past v oblasti 255 az 270 nm. Vysledny tvar kiivek zavisi na mnozstvi danych

aminokyselinovych zbytku, jejich okoli, pohyblivosti a prostorové orientaci [257].

Krivka

1 100 % a—helix

2 100 % p-list

3 100 % nahodné klubko

Obr.9.12 Zobrazeni standardnich Fasmanovych
krivek jednotlivych prvki sekunddarni struktury
proteinu po jejich zmereni pomoci CD
spektroskopie (prevzato a upraveno 7 [259]).
Krivka 1 odpovida o-helixu, krivka 2 p-listu
a krivka 3 ndhodnému klubku.

[6] - 102 (deg - cm? - dmolT)

I L Il A I
190 200 210 220 230 240 250

vinova délka (nm)

K ziskdni informaci o mnozstvi danych prvka sekundarni struktury lze vyuzit napft.
program dostupny na internetové strance Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/,
kvéten 2016) [260, 261]. K ziskani informaci o sekundarni struktufe proteinového vzorku
se pak pouziva prolozeni experimentdlni kiivky 6 kombinaci standardnich kiivek,
V nejjednodussim piipadé pomoci Fasmanovych standardi

Op = Xq04 + X505 + x40y , (rovnice 9.88)
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kde X, Xz a X¢ predstavuji podilové zastoupeni a-helixu, g-listu, respektive nadhodného
klubka, pficemz

Xg+xp+x,=1 (rovnice 9.89)

Parametry X,, Xg a Xk se voli tak dlouho, dokud se nedosédhne nejlepsi shody mezi Ocy a OF.

Nasleduje minimalizace metodou nejmensich ¢tvercu [218].

9.7 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. Mass Spectrometry) je technika kvalitativni
1 kvantitativni a stala se uzite¢nym nastrojem ke zkoumani a ovéfovani struktury molekul
a makromolekul, jejich hmotnosti, k ovéfovani posttranslacnich modifikaci proteinti, ke
studiu tvorby proteinovych komplext, ale také in vitro buné¢nych procesi, a jisté by se
naslo spoustu dalSich vyuziti, které mize MS diky rychle se vyvijejicim technologiim
a vypocetnim procestim poskytnout.

Zakladni princip MS spociva ve Ctyfech po sobé nasledujicich krocich. Prvnim
krokem je pievod vzorku zkapalné do plynné faze a vaporizace, tedy odpateni
rozpoustédla z molekul. Druhym krokem je nabiti molekuly kladnym nabojem. Ttetim
krokem je ptfenos iontu do silného radidln¢ zakiiveného magnetického pole, kde dojde
k rozdé€leni iontd na zakladé¢ jejich velikosti a naboje, pfesnéji na zaklad¢ jejich poméru
hmotnosti ku naboji m/z, a poslednim krokem je detekce dopadajicich iontii v ¢ase, pomoci
detektoru Casto fungujiciho na principu zesilovani napéti pomoci série usporadanych anod
[262]. V dnesni dobé je znamo mnoho technik umoziujicich piesnou analyzu. Kazdy vyse
zminény krok je v dneSni dobé mozné provést riznymi piistupy. Pro ionizaci molekul se
Casto vyuziva tzv. elektrospreje (ESI, zangl. Electrospray lonization), nebo matrici
asistovana laserova desorpce (MALDI, z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization) [262 - 264]. V dalsich krocich se vyuziva riznych technik typu iontovych pasti,
kvadrupolu jako analyzatort apod.

Hmotnostni spektrometr 1ze ptimo pfipojit ke kapalinové chromatografii (LC, z angl.
Liquid Chromatography), takze je mozné kapalny vzorek nejdiive rozdélit a analyzovat
pomoci LC a nasledné¢ pomoci MS (LC-MS). Dalsi moznosti kombinace MS s jinou
technikou je kombinace s nuklearni magnetickou rezonanci NMR (MS/NMR) [265]. MS
Ize spojit i s plynovou chromatografii a dalsimi technikami, ale vyse zde dvé zminéné jsou

nejpouzivanéjsi v proteinové MS. VSechny soucasti hmotnostniho spektrometru byvaji
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vakuovany, ovSem je mozny i ucelny piidavek inertniho plynu do analyzéatoru pro brzdéni
pohybujicich se kationtd. Nékdy se pro detailnéjsi analyzu ptidava dal$i hmotnostni
spektrometr, ve kterém je analyzovan vybrany kationt, ktery je dale St€pen na mensi
frakce. Takovémuto tandemovému usporadani se poté fika MS/MS uspotadani.

V analyzatoru dochazi k rozdéleni ¢astic podle jejich poméru m/z. Tento pomér je
umérny magnetické indukci B vnéjStho magnetického pole a nepfimo umérny
urychlujicimu napéti U, které urychluje ionty pii jejich pohybu do analyzatoru, podle
vztahu

2,2
? - thj (rovnice 9.90)

I predstavuje polomér kruhové drahy, po které se iont pohybuje.
Velka vyhoda hmotnostni spektrometrie spoc¢iva v malé spotiebé vzorku a relativné
rychlé analyze ziskanych dat. Pomoci MS Ize analyzovat organické latky, proteiny,

peptidy, DNA i cukry. Nevyhodou je pfedev§im cena zafizeni.

9.7.1 Vymeéna H za D spojena s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS)

Ukelna spontanni vyména amidickych vodiku *H za deuterium “D v proteinech je
relativné nova metoda [266] umoznujici zkoumani dynamickych procesi tykajicich se
proteind, pfedevsim jejich sbalovdni a vazbu s ligandem, a vliv vngjSich faktort (pH,
iontova sila, vznik vodikovych vazeb apod.) na strukturu proteinu. Na Obr. 9.13 jsou
vyznaCeny amidické vodiky obsazené v proteinech, které jsou schopné se vyméinovat
s vodiky obsazenymi v okolnim roztoku. Tyto vodiky se o
mohou vyménovat i za deuterium, je-li deuterium v roztoku ||
piitomno. Navéazanim deuteria do konkrétnich o c - R
aminokyselinovych zbytkli zpasobi zvySeni jejich hmotnosti, R’
coz lze analyzovat pomoci MS. Ostatni vodiky ‘

v aminokyselinach se také mohou ménit s vodiky v roztoku, H

ale jejich vymeéna je pfilis rychla, nebo pfili§ pomala. Obr. 913 Zobrazeni

K vyméng amidickych vodiki dochazi pouze v piipads, amidickych  vodikil
PR : w . . ) Vcasti  proteinu,
ze jsou okolnimu roztoku pfistupné a nejsou blokovany schopnych  vymény

za vodiky obsazené

vodikovymi vazbami. Casto se jednd o vodiky obsazené ,
Vv okolnim roztoku.

V hydrofilnich aminokyselinach proteinového fetézce, které
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jsou vystaveny vné&jSimu roztoku na povrchu proteinu. Naopak u aminokyselin, které se
nachazi v hydrofobnich oblastech proteinii, které nebyvaji vystaveny polarnimu okoli,
k vyméné amidickych vodika s vodiky roztoku nedochazi. Tohoto principu se vyuziva pii
H/D vyméné spojené s hmotnostni spektrometrii. Zékladni schéma experimentu je
zobrazeno na Obr. 9.14, str. 257 [266]. V prvnim kroku experimentu je protein rozpustén
Vv roztoku obsahujicim deuterium. V tento okamzik za¢ne dochazet k vyméné odhalenych
amidickych vodikti proteini za deuteria z roztoku. Proces vymény vodika za deuterium
probiha v rizn¢ dlouhych zvolenych Casovych intervalech a dale je zastaven pfidavkem
kyseliny o velmi nizkém pH (pH ~ 2,3) a ponofenim roztoku do kapalného dusiku. DalSim
krokem je rychlé rozmrazeni roztoku a okamzitd injektaz na kolonu obsahujici vhodnou
proteasu, napf. pepsin, ktery $t€pi peptidy v kyselém prostiedi. Pepsin nastépi protein na
mensi fragmenty, které jsou dale dopraveny pies ledem chlazenou kolonu vysoceta¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC, z angl. High-Performace Liquid Chromatography).
HPLC kolona obsahuje hydrofobni polymer a proto dojde k zachyceni proteinu na jeho
povrchu. Na koloné poté dojde k odsoleni peptidii pomoci okyselené (kyselina mravenci)
destilované vody a nasleduje vymyti peptidii pomoci gradientu acetonitrilu (10 — 40 %).
Takto procisténé peptidy jsou dale pfevedeny na kolonu s obracenou fazi a promyvany
acetonitrilem. Nasleduje presun peptidi do hmotnostniho spektrometru, kde dochazi
K jejich rozdéleni podle hodnoty m/z a analyze (FT-ICR MS, z angl. Fourier Transform —
lon Cyclotron Resonance). Jednotlivé hmotnosti peptidi jsou zaznamenany a porovnany
s databazi. Tato databaze je vytvorena programem MASCOT a GPMAW 8.0 a spociva ve
vneseni primarni sekvence proteinu do programu s moznosti navoleni obsahu vodikd nebo
deuterii a navoleni pouZité proteasy, a tento program nasledné vyprodukuje sérii moznych
vzniklych peptida s pfisluSnou hodnotou néboje. Métenim ziskané kationty peptidii jsou

porovnany s databdzi a mista, kde dochazi k vodikové vyméné¢, jsou zaznamenéna.
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. H/D vyména Zastaveni vymén
Protein + D,O y y y
rozl;zkez:D ~7 5) v D,0 roztoku HID pfi pH ~ 2,3,
. (pD ~ 7,5) t~-190 °C

Protein

Pfenos peptidu + o ;
na HPLC kolonu Stépeni proteinu
pfi 0 °C na mensi peptidy pepiil

loni MS
pepti dat

Obr. 9.14 Zdikladni schéma experimentu HDX-MS. Prevzato a upraveno z [266].

Rychla injektaz na ;
kolonu obsahujici Roztaveni vzorku

K vyméné vodiku za deuterium mulze dochédzet rychle (velmi pfistupné residuum),
nebo pomalu (ménég piistupné residuum). Kinetika procesu vymény H/D je sledovana diky
meéfeni vzorkll v riznych casovych intervalech. U nékterych residui mize byt vyména H/D
tak rychla, ze dojde ke zpétné vyméné D/H 1 ptes velky nadbytek deuteria v roztoku, takze
Kinetiku pro konkrétni peptid nelze pfimo uréit. Je pak na kazdém védeckém pracovnikovi,
aby zvazil tuto moZnost pro konkrétni peptid.

Vyse zminéna hodnota pD je definovana jako pD = pH + 0,4 [267].

Velkou vyhodou méfeni vymény amidickych vodikd je jejich vyskyt v kazdé

aminokyseliné (kromé prolinu) a jejich podil na stabilizaci sekundarni struktury proteind.
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