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1. Uvod

Hlavnim ukolem této disertacni prace bylo studium faktorti ovliviiujici vazebnou
specifitu proteinti 14-3-3. Hlavni pozornost byla vénovana studiu kvasni¢nych isoforem
proteinti 14-3-3 a uloze kvasni¢nych proteinti 14-3-3 pfi regulaci funkce kvasni¢ného enzymu
neutralni trehalasy Nth1.

Proteiny 14-3-3 jsou molekuly, které jsou si sekven¢né velmi podobné. Lisi se od sebe
zejména ve svych C-termindlnich koncich. Kvasni¢né C-terminalni konce jsou v porovnani se
saveimi isoformami vyznamné delsi a obsahuji polyQ opakovani.

V prvni ¢asti této disertacni prace byly pomoci metod fluorescencni spektroskopie,
dynamického rozptylu svétla, sedimentacni analyzy a gelové permeacni chromatografie
studovany konformacni zmény C-koncového segmentu molekuly kvasni¢ného proteinu 14-3-
3, oligomerni stav a velikost molekul proteini Bmh, vliv odstranéni C-koncového segmentu
na vazebnou afinitu proteint Bmh a vliv vazby fosforylovaného peptidu na mobilitu C-
koncového segmentu proteint Bmh.

V druhé ¢asti prace byla studovana regulace aktivity enzymu neutralni trehalasy
kvasni¢nymi isoformami proteini 14-3-3 in vitro a in vivo pomoci technik bodové
mutageneze, kinetickych méfeni a sedimentacni analyzy. Neutralni trehalasa 1 (Nthl) je
enzym patfici do skupiny hydrolas, ktery zajiStuje degradaci neredukujiciho disacharidu
trehalosy na dvé molekuly glukosy. Ob¢ kvasni¢né isoformy jsou zodpovédné za kompletni

enzymovou aktivitu Nth1 po fosforylaci PKA in vitro.



2. Literarni prehled

2.1. Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou dimerni bilkovinné intracelularni molekuly vyskytujici se ve
vSech eukaryotickych organismech. Tvofi rodinu vysoce konzervovanych kyselych proteint
s charakteristickym tvarem a relativni molekulovou hmotnosti 28-33 tisic. U savcii bylo
identifikovano sedm isoforem proteinti 14-3-3, které se bézn¢ oznacuji feckymi pismeny
(Ichimura, T. et al., 1988). V rostlinach bylo objeveno nejméné 12, pravdépodobné 15
isoforem (Rosenquist M. et al. 2000) a dv¢ isoformy v kvasinkach (van Heusden G. P. H. et
al., 1995).

Proteiny 14-3-3 byly objeveny v roce 1967 Moorem a Perezem v hovézi mozkové
tkani a tvoii téméf 1 % ze vSech rozpustnych proteind v mozku (Boston et al., 1982).
Vyskytuji se v pfevazné v neuronech, ale byly objeveny v nizkych koncentracich i v jinych
tkanich, napt. v dieni nadledvinek a ve stievech (van Heusden G. P. H. et al., 1992). Doposud
bylo zjisténo ptres 300 vazebnych partneri proteinti 14-3-3, mezi které fadime nckteré
enzymy, transkripéni faktory, receptorové, strukturni i cytoskeletdlni proteiny, proteiny
ucastnici se regulace bunéfného cyklu a apoptoézy. Neékteré isoformy proteinti 14-3-3
(isoformy €, B, y a { vytvari dohromady 70 kDa CBP protein) mohou interagovat s DNA
(Todd A. et al., 1998), isoforma 14-3-3( miiZe interagovat S kyselinou arachidonovou (Brock,
T. G. 2007). Proteiny 14-3-3 byly objeveny jako prvni skupina proteinti, ktera interaguje se
svymi partnery skrze fosforylovany, ptesné definovany vazebny motiv (Muslin A. J. et. al.,
1996).

Nézev proteind 14-3-3 byl odvozen podle Cisla frakce (14.) aniontové chromatografie
na celulose snavazanym diethylaminoethylem a podle pozice (3.3) na Skrobové gelové
elektroforéze (Moore, B. W., Perez, V. J. 1967). Clenové skupiny proteinii 14-3-3 jsou
nazyvani riznymi alternativnimi nazvy (Aitken, A. 2006), viz Tab.1.

Zajem o studium proteinti 14-3-3 od roku 1990 vysoce vzrostl, protoze se proteiny 14-
3-3 podili na mnoha dulezitych bunécnych déjich, jako jsou napt. pienos signalu v bunce,
diferenciace a proliferace burky, regulace bunétného cyklu, apoptoza, jsou uzce spjaty
s procesem rakoviny a mohou slouZzit i jako indikatory nckterych neurodegenerativnich

onemocnéni.



Tab. 1 Priklady alternativnich ndzvii proteinii 14-3-3 (prevzato z Aitken, A. 2006, doplnéno).

Nazev Isoforma proteinu 14-3-3 / organismus/ funkce Citace
AS1 14-3-3n (Leffers, H. et al., 1993)
BAP-1 14-3-31/ z angl. Ber Associated Protein-1 (Reuther G. W. et al., 1994)
BMH1, BMH2  kvasni¢né isoformy proteintt 14-3-3 / S. cerevisiae; (van Heusden G. P. H. et al., 1992)
z angl. Brain Modulosignalin Homologue
CBP z angl. Cruciform Binding Protein; 70 kDa, (Todd A. etal., 1998)
obsahuje isoformy ¢, B, v, C
DER drosophila receptor pattici do rodiny proteint 14-3- (McConnell, J. E., Hodges, P. E.
3 1993)
Exol stimuluje Ca®* dependentni exocytozu (Morgan, A., Burgoyne, R. D. 1992)
FAS 14-3-3{/5; z angl. Factor Activating Exoenzyme S (Fu, H. et al., 1993)
FBP z angl. Fusicoccin Binding Protein (Marra, M. 1994, Korthout, H. A.,
de Boer, A. H. A. 1994, Oecking, C.
etal., 1994)
GF14 G-box Factor 14-3-3 homolog (Lu, G. 1992)
HS1 14-3-30, dalsi alternativni nazev: 14-3-3 protein T- (Leffers, H. et al., 1993)
cell
KCIP-1 14-3-3B/0, 14-3-3y, 14-3-3(/5; zangl. Protein (Toker, A. etal., 1992)
Kinase C Inhibitor Protein 1
Leonardo 14-3-3¢/ Drosophila melanogaster (Skoulakis, E. M., Davis, R. L.
1996)
MSF 14-3-3¢/ z angl. Mitochondrial import Stimulation (Alam, R. et al., 1994)
Factor
NIP z angl. Nitrate reduktase Inhibitory Protein (Moorhead, G. et al, 1996,
Bachmann, M. et al., 1996)
Par 5 14-3-36/ Caenorhabditis elegans (Hurd, T. W. et al., 2003)

Rad24, Rad25

Kvasniéné isoformy proteint 14-3-3/

Schizosaccharomyces pombe

(Ford, J. C. et al., 1994)

Stratifn 14-3-3c; dalsi alternativni nazev: Epithelial cell (Leffers, H. et al., 1993)
marker protein 1
14-3-3E 14-3-3¢ (Bunney, T. D. et al., 1993)

2.1.1. Historicky piehled

Proteiny 14-3-3 doposud zaznamenaly od svého objeveni v roce 1967, kdy byly
izolovany Moorem a Perezem z extraktu hovézi mozkové tkané a oznaCeny pro tuto tkan za

specifické (spolu se 14-3-2 a S100 proteiny) (Moore, B. W., Perez, V. J., 1967), obrovsky



vyvoj. Proteiny 14-3-3 byly poprvé purifikovany spolu s proteiny 14-3-2 (proteiny 14-3-2 se
skladaji pouze z jednoho polypeptidového fetézce a jejich relativni molekulova hmotnost je
50 kDa) v roce 1980 (Erickson, P. F., Moore, B. W., 1980). V roce 1982 byly stanoveny
VvV cerebrospinalni  tekutiné a oznaCeny jako potencidlni indikatory nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni (Boston, P. F. et al., 1982). V letech 1987-1988 byla
rodin¢ proteini 14-3-3 piipsana funkce enzymové regulace aktivaci tyrosin a tryptofan
monooxygenasy za piitomnosti Ca’* a kalmodulin dependentni proteinkinasy Il. Ob& tyto
oxygenasy jsou zahrnuty do syntézy neurotransmiterd (Ichimura, T. et al., 1987, Yamauchi, T.
et al., 1981). V roce 1988 byly proteiny 14-3-3 separovany z mozkové tkan¢ na HPLC a
pojmenovany feckymi pismeny (Ichimura, T. et al., 1988). Nasledn¢ bylo v roce 1990
prokazano, ze mohou proteiny 14-3-3 regulovat (inhibovat) aktivitu proteinkinasy C (Aitken,
A. et al., 1990). Od roku 1990 bylo publikovano mnoho praci o proteinech 14-3-3 piedevsim
diky jejich schopnosti interagovat s vysokym poctem vazebnych partnerd. Vycet vSech
publikovanych studii by byl nad ramec této disertacni prace, zminim zde proto pouze nékteré.
Udalosti roku 1992 zahrnuji: objeveni genu BMH1 organismu Saccharomyces cerevisiae (van
Heusden G. P. H. et al., 1992), zjisténi, Ze Exol patiici do skupiny proteind 14-3-3, mize
ovliviiovat PKC zprostfedkovanou kontrolu Ca®* zavislé exocytozy (Morgan, A., Burgoyne,
R.D., 1992). Dale bylo zjisténo, ze se proteiny 14-3-3 vyskytuji v dalSich eukaryotickych
organismech: kvasinkach, rostlinach (Spenat, hrach, pupalka) a Xenopus (drapatka) (van
Heusden, G. P. H. et al., 1992, Hirsch, S. et al., 1992, Martens, G. J. et al., 1992, Lu, G. et
al., 1992), ze GF14 patii do rodiny proteini 14-3-3 a tvoii komplex s G-box DNA (Lu, G.
1992), a zZe existuji fosforylované formy proteinti 14-3-3 (Toker, A. et al., 1992). V roce 1993
skupina Colliera et al. zjistila, ze exoenzym S (mono-ADP-ribosyltransferasa), jako virulentni
faktor Pseudomonas aeruginosa, vyzaduje pro svou aktivitu faktor zvany FAS (Factor
Activating ExoS) pattici do rodiny proteinti 14-3-3 (Fu, H. et al., 1993). Do vyétu dulezitych
udalosti ve vyvoji proteinti 14-3-3 patii interakce s proteinkinasami, napf. asociace 14-3-3 s
Raf kinasou (Fantl, W. J. et al., 1994, Fu, H. et al., 1994, Freed, E. et al., 1994), interakce 14-
3-31 s c-Ber a Ber-Abl (Reuther, G.W. et al., 1994). V roce 1994 bylo dale zjisténo, ze
proteiny 14-3-3 jsou zahrnuty do kontroly buné¢ného cyklu (Ford, J. C. et al., 1994), byla
popsana jejich interakce s arylalkylamin-N-acetyltransferasou (AANAT, Roseboom, P. H. et
al., 1994), a byly identifikovany dva geny organismu Schizosaccharomyces pombe rad24 a
rad25, které jsou spojené s procesem bunécné proliferace (Ford, J. C. et al., 1994). V roce
1995 publikovaly dvé skupiny krystalovou strukturu proteinu 14-3-3 v ¢asopise Nature. Liu,



D. et al., 1995 publikovala krystalovou strukturu isoformy 14-3-3¢ o rozligeni 2,9 A (Obr.
3A, B) a Xiao, B. et al., 1995 krystalovou strukturu isoformy 14-3-3t o rozliseni 2,6 A.

Obr. 1 A: Stuzkova reprezentace krystalové struktury komplexu 14-3-3¢ s AANAT (Obsil, T.
etal., 2001, PDB kod: 1IB1), pohled ze strany. B: Stuzkova reprezentace krystalové struktury
komplexu 14-3-3( s AANAT (Obsil, T. et al., 2001, PDB kod: 1IB1), pohled shora. C:
Stuzkova reprezentace krystalové struktury 14-3-3¢ s H*-ATPasou (Ottmann, C. et al., 2007,
PDB kéd: 2098), pohled ze strany. D: Stuzkova reprezentace krystalové struktury 14-3-3¢
s H*-ATPasou (Ottmann, C. et al., 2007, PDB kéd: 2098), pohled shora.

V tomto roce bylo dale zjisténo, ze isoformy 14-3-3a a 14-3-36 jsou fosfoformy 14-3-3p a 14-
3-3C (Aitken, A. et al., 1995). V roce 1996 byly proteiny 14-3-3 objeveny Vv neuronalnich
klubkach u pacientd s Alzheimerovou chorobou (Layfield, R. et al., 1996), dale byla popsana

interakce zavisla na fosforylaci skrze vazebny motiv RSxpSxP (Muslin, A. J., 1996) a zjisténa



interakce proteind 14-3-3 s pro-apoptickym BAD proteinem (Zha, J. et al., 1996). Isoforma
14-3-36 je zahrnuta do procesu regulace bunééného cyklu, kdy se bunky s deleci 14-3-3c
genu nemohou zastavit v G2/M kontrolnim bodu bunééného cyklu a =zacinaji se
nekontrolované mnozit (Chan, T. A. et al., 1999). V roce 2001 byla vyfeSena krystalova
struktura komplexu 14-3-3/AANAT (Obsil, T. et al, 2001). Jedna se o prvni
strukturu komplexu proteinu 14-3-3 s kompletnim ligandem (viz Obr. 1 A, B). V roce 2005
byl navrzen vazebny motiv III., ktery obsahuje ve své sekvenci misto aminokyseliny prolinu
terminalni COOH (Ganguly, S. et al., 2005). V tomto roce byla vyieSena krystalova struktura
isoformy 14-3-36 (o rozliseni 2,8 A) a jeji porovnani se zndmymi krystalovymi strukturami
14-3-3( a 14-3-31: rozdily v ¢asti molekuly 203-215 aminokyselin jsou pravdépodobné
zodpovédné za interakce se specifickymi ligandy (Benzinger, A. et al., 2005, Wilker, E. W. et
al., 2005). Druhou vyiesenou krystalovou strukturou s celym ligandem je komplex proteinu
14-3-3 s H*-ATPasou (viz Obr. 1 C, D Ottmann, C. et al., 2007).

Hd3a

Obr. 2: Stuzkova reprezentace heterohexamerni struktury ternarniho komplexu FAC sloZend
ze dvou molekul Hd3a (cervend), dimeru GFl4c (zelend, ryzovy protein 14-3-3) a dvou
OsFDI peptidii (modra). A: Pohled ze strany. B: Pohled shora (Taoka, K. et al., 2011, PDB
kod: 34XY).

V roce 2011 byl objeven prvni inhibitor kovalentné vézany k proteinim 14-3-3 oznacovany
jako FOBISIN101. FOBISIN101 z angl. FOurteen-three-three Blnding Small molecule

Inhibitor. Tato molekula inhibuje interakce proteinti 14-3-3 s fosforylovanymi, a stejné tak i



nefosforylovanymi, vazebnymi partnery kovalentnim navazanim na Lys120 uvnitf vazebného
zlabku proteinu 14-3-3 (Zhao, J. et al.,, 2011). Doposud posledni vyfesena krystalova
struktura komplexu s obsazenym proteinem 14-3-3 je Hd3a/OsFD1/GF14c (FAC) komplex o
rozliseni 2,4 A viz Obr. 2 A, B zroku 2011 (Taoka et al., 2011). Florigen je syntetizovan
v listech rostlin, odkud je transportovan do vrcholkt vyhonki, kde spousti proces kveteni.
Florigen je kodovan FT (Elowering lotus T) genem, ktery je u vyssich rostlin konzervovany
(Zeevaart, J. A. 2008, Kobayashi, Z., Weigel, D. 2007, Truck, F. et al., 2008). Ryzovy FT
homolog Hd3a reaguje se proteiny 14-3-3 ve vrcholovych buiikach vyhonki. Vznikly binarni
komplex je piemistén do jadra, kde na sebe vaze (Os)FD1 transkripéni faktor (Os = Oryza
sativa, ryzovy homolog Arabidopsis thaliana FD). Vysledny ternarni komplex FAC (Elorigen
Activating Complex) vyvolava transkripci OsMADSI15 (homolog Arabidopsis thaliana
APETALAL, AP1), ktera vede Kk procesu kveteni. FAC komplex je heterohexamer sestavajici
se ze dvou molekul Hd3a, GFl4c (ryzovy protein 14-3-3) a OsFDI1, kde dvé Hd3a
monomerni jednotky pfiléhaji na C-terminalni oblasti dimeru GF14c viz Obr. 2 A, B.
Vazebné misto GF14c pro Hd3a se sestava hydrofobni dutiny tvotfené helixy H a I a z laloku
obsahujiciho smy¢ku mezi témito dvéma helixy (aminokyseliny 206-215). Interakce GF14c
s OsFD1 probiha pies vazebny motiv I (Taoka, K. et al., 2011). V roce 2013 byla studovana
interakce proteini 14-3-3 s NF-L (z angl. Neurofilament Protein-L) a regulace agregace
neurofilament. NF proteiny jsou stavebni ¢asti neuronovych axont. NF protein s lehkym
fetézcem NF-L se nachazi pfedev§im ve velkych myelinizovanych axonech. Hladina NF-L
V mozkomiS$nim moku koreluje s mnoZstvim bilé mozkové hmoty, NF-L tedy mlzZe slouzit
jako biomarker degenerace velkych myelinizovanych axont napt. u Alzheimerovy demence
(Miao, L. et al., 2013). Mutace NF-L nachazejici se u CMT (Charcot-Marie-Tooth) choroby
vede kagregaci NF-L a degeneraci neuronovych axontu. CMT choroba se projevuje
zhorSenim hybnosti koncetin a poskozenim perifernich nervi. Proteiny 14-3-3 interaguji
SNF-L skrze fosforylovany motiv. ZvySend exprese proteini 14-3-3 plisobi rozklad
neurofilament. Navic, proteiny 14-3-3 zmirnuji tvorbu agregati mutantnich CMT NF-L
proteind (Miao, L. et al., 2012, Rudrabhatla, P. et al., 2011). Ve stavajicim roku 2013 vysla
publikace o aktivaci NF-«kB signalizace fusicoccinem (FC) indukovanou dimerizaci. Systém
chemicky indukované dimerizace (CID) je dilezitym nastrojem pro studium proteinovych
funkci v buitkach se schopnosti pfemisténi proteinovych molekul do jinych bunécnych
kompartmentii. Je zaloZzen na FC, jako faktoru zplsobujici dimerizaci. FC muize soufasné
vazat dv€ odlisné proteinové molekuly. FC je znam svou funkci, Ze stabilizuje interakci

proteinu 14-3-3 s regula¢ni doménou C-terminalni ¢asti H'ATPasy PMA2 (CT). Import NF-
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kB do jadra je zajistétn FC indukovanou dimerizaci NF-xB-CT s proteinem 14-3-3
lokalizovanym v jadie (Skwarczynska, M. et al., 2013).

2.1.2. Struktura proteint 14-3-3

Aminokyselinova sekvence vSech proteinti 14-3-3 mutze byt rozdélena do tii ¢asti: N-

terminalni konec, ve kterém se jednotlivé isoformy mohou lisit aminokyselinovym slozenim,

konzervovana oblast vazebného Zzlabku a C-termindlni konec, ktery je pfi porovndvani

isoforem vysoce variabilni (Ferl, R. J. et al., 2002).

Obr. 3.: Reprezentace krystalové struktury proteinii 14-3-3.

A: Bocni pohled na dimerni molekulu proteinu 14-3-3. Kazda monomerni jednotka (zelena,
Cervena) je slozena z deviti antiparalelnich a-helixii oznacenych pismeny HI-H9, resp. HI -
HY9'. Vazebné misto pro ligand tvori helixy H3, H5, H7 a HY, resp. H3', H5', H7 'a H9' (Liu,
D. et al., 1995, PDB kod: 1440). B: Pohled shora na dimerni molekulu proteinu 14-3-3. Na
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dimerizaci proteinu se podili helixy Hl a H2 jedné monomerni jednotky (cervend) s helixy
H3'a H4' druhé monomerni jednotky (zelena) a helixy H3 a H4 (Cervené) monomerni
jednotky s helixy HI™ a H2' (zelené) monomerni jednotky (Liu, D. et al., 1995, PDB kod:
1A40). C: Strukturni porovndni sedmi lidskych isoforem dimerii proteinu 14-3-3. Je zde
patrnd vysoka konzervovanost vsech lidskych molekul 14-3-3: f isoforma (Sedd, PDB 2C23),
y isoforma (Zluta, 2B05), ¢ isoforma (Cervend, 2BR9), { isoforma (modra, 1QJB), n isoforma
(oranzova, 2C74), o isoforma (magenta, 1YWT), t isoforma (svétla magenta, 2BTP) (Obsil,
T., Obsilova, V. 2011). D: Strukturni porovndni monomernich jednotek sedmi lidskych
isoforem proteinii 14-3-3. Barevné provedeni viz popisky Obr. 3C (Obsil, T., Obsilova, V.
2011).

Prvni vyfeSené krystalové struktury proteind 14-3-3 pochazi z roku 1995. V tomto
roce byly publikovany isoformy 14-3-3¢ (Liu, D. et al., 1995, Obr. 3A, B) a 14-3-3t (Xiao, B.
et al., 1995). Dalsi vyznamnou krystalovou strukturou je komplex 14-3-3 senzymem
serotonin N-acetyltransferasou AANAT (Obsil, T. et al., 2001).

Proteiny 14-3-3 jsou stalé homo- nebo heterodimerni molekuly s charakteristickym
tvarem a velikosti. Na dimerizaci proteinu se podili ¢tyfi N-terminalni helixy (H1, H2, H3,
H4) kazdé monomerni jednotky, pficemz helixy HI a H2 jedné monomerni jednotky
interaguji s helixy H3” a H4" druhé monomerni jednotky. Kazdd monomerni jednotka je
sloZzena z deviti antiparalelnich o-helixi (H1-H9, moZzné je i oznafeni aA-al), které jsou
propojeny ruzné dlouhymi ohyby a pfipomind z boku tvar pismene L. Jeji relativni
molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 28-33 tisic. Vnitini ¢4st monomerni jednotky je
tvotena ¢tyfmi helixy (H3, HS, H7 a H9), které tvofi tzv. amfipaticky Zlabek, ktery vytvari
vazebné misto pro ligand. Spojenim dvou monomernich jednotek vznikd hluboka centralni
dutina o rozmérech 35 A x 35 A x 20 A se dvéma vazebnymi misty, kde jsou vazebni partnefi
orientovani naproti sobé. Monomerni jednotky jsou spojeny elektrostatickymi a hydrofobnimi
interakcemi.

I ptes velmi vysokou strukturni podobnost sedmi lidskych isoforem proteini 14-3-3
(viz Obr. 3, 4) existuje n€kolik individualnich rozdili, napf. pozice monomernich jednotek,
resp. uhel, mezi dvémi monomernimi jednotkami (Yang, X. et. al., 2006). Tato dimerni
flexibilita usnadnuje interakce protenti 14-3-3 s ligandy o odlisnych velikostech a tvarech.
Dal$im rozdilnym faktorem jednotlivych isoforem je odlisna délka a konformace ohybt mezi
helixy (Obsil, T., Obsilova, V., 2011). Jedna se zejména o oblasti mezi a-helixy H3 a H4 a
mezi a-helixy H8 a H9 (Bezinger, A. et. al., 2005, Gardino, K. A. et. al., 2006).

12



T G m )y reeere g
S « 1O
; M“““' A

» - /¢ D

<
His-tag | >

Obr. 4.: Stuzkové reprezentace krystalovych struktur savcich isoforem protein 14-3-3. U
kazdeé isoformy je navdazan vazebny partner, u isoformy 6/t je patrna histidinova kotva (His-
tag). {* PDB kod 1QJB (zelena), - PDB kod 2C23 (oranzova), o: PDB kod 1YWT (Cervena),
n: PDB kod 2C74 (tmave modra), y: PDB kod 2B05 (magenta), ©/0: PDB kod 2BTP (Zluta),
e: PDB kod 2BRY (Sedd). Prevzato z Gardino, K. A. et al., 2006.

VSechny proteiny 14-3-3 jsou dimerni molekuly. Jednotlivé isoformy se ovSem lisi ve
schopnosti vytvafet homo- nebo heterodimery. Helixy H1 a H2 jedné monomerni jednotky
interaguji s helixy H3 a H4 druhé monomerni jednotky za vzniku dimeru. Na dimerizaci obou
jednotek se u 14-3-3( isoformy (homodimeru) podileji tfi solné mistky mezi
aminokyselinami Argl8—Glu89, Glu5—Lys74 a Asp21—-Lys85 a dalsi polarni a hydrofobni
interakce (Liu, D. et al., 1995). Ve vSech lidskych isoformach je konzervovan pouze prvni
solny mustek a vSechny klicové polarni a hydrofobni interakce. V isoformach o, 1, € a y chybi
druhy solny mustek a v potradi tieti solny mustek se nachazi ve vSech lidskych 14-3-3
isoformach s vyjimkou isoformy €. Pfitomnost jediného solného mustku u € isoformy vede ke
schopnosti této isoformy tvofit zejména heterodimery. Naopak, krystalova struktura 14-3-3c
isoformy obsahuje dalsi alternativni solny mustek zahrnujici aminokyseliny Lys9 a Glu83,
ktery spolu s ostatnimi interakcemi zajiSt'uje schopnost ¢ isoformy tvofit pouze homodimerni

molekuly (Gardino, K. A. et al., 2006).
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Isoforma 14-3-3( obsahuje ve své aminokyselinové sekvenci tii fosforylacni mista:
Ser58, Ser184 a Thr232. Fosforyla¢ni misto Ser58 se nachazi na rozhrani monomert.
Fosforylace Ser58 vyznamné zeslabuje dimerizaci a vazebné schopnosti 14-3-3(, stejné jako

mutace Ser58 na kyselinu asparagovou (S58D) (Powell, D. et al., 2003).

2.1.2.1. Vazebny 7Zlabek

Proteiny 14-3-3 obsahuji konzervované aminokyselinové zbytky, které se nachazeji
zejména uvnitf vazebného zlabku (viz Obr. 5A, B) Ten je tvofen ¢tyimi a-helixy (H3, H5, H7
a H9). Helixy H3 a H5 obsahuji zejména polarni aminokyseliny, helixy H7 a H9 obsahuji
predevsim hydrofobni aminokyseliny. Uvniti vazebného zlabku obou monomernich jednotek
se nachdzeji tfi pozitivné nabité konzervované aminokyseliny, které interaguji
s fosforylovanym serinem nebo threoninem vazebného partnera proteinu 14-3-3. Jsou to
aminokyseliny Lys*, Arg®, Arg'®’, které jsou soucasti a-helixii 3 a 5 (Rittinger, K. et al.,
1999).

A

Obr. 5: Struktura dimeru lidské 14-3-3( isoformy V povrchové reprezentaci (PDB 1QJB).
Cervené jsou oznaceny konzervované aminokyseliny u vSech lidskych isoforem proteinii 14-3-
3. A: Bocni pohled na povrchovou reprezentaci proteinu 14-3-3. B: Pohled shora na
povrchovou reprezentaci proteinu 14-3-3 (Obsil, T., Obsilova, V., 2011).

Aminokyseliny, ve kterych se jednotlivé isoformy odliSuji, se nachazeji pfedevSim na
vnéjsim povrchu dimeru, N-terminalnim konci, V nékterych ohybech proteinii 14-3-3 a

zejména na C-terminalnim konci, ktery se nachazi za 9. a-helixem. Tato oblast je sekvenéné
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velmi rozmanita. Celkovy elektrostaticky potencial proteini 14-3-3 je negativni, jak

naznacuje Obr. 6.

Obr. 6.: Povrchova reprezentace dimeru 14-3-3. Modre jsou obarvena mista s kladnym
elektrostatickym potencialem, cervené mista se zdpornym elektrostatickym potencialem. Tri

127)

bazické aminokyseliny (Lys49, Argse, Arg " oznacuji modre zabarvenou oblast kladného

potencidlu uvniti- vazebného zlabku (Obsil, T. et al., 2001).

2.1.2.2. Vazebné motivy

Proteiny 14-3-3 interaguji s vysokym poctem fosforylovanych partnerti (pies 300)
predevsim kvuli charakteristické fosfoserinové/fosfothreoninové (pS/pT) vazebné aktivité
(Muslin, A. J. et al., 1996). Vedle dvou hlavnich pS/pT vazebnych motivi existuji jesté dva
dalsi, jeden obsahujici termindlni COOH a posledni motiv je pfikladem na fosforylaci
nezavislé interakce (viz nize). Navic mohou proteiny 14-3-3 se svymi vazebnymi partnery
interagovat mimo misto vazebného zlabku.

Vazebny motiv I. urCuje sekvence aminokyselin RSX(pS/pT)XP, kde R znaci
aminokyselinu arginin, S zna¢i aminokyselinu serin, X ozna¢uje libovolnou aminokyselinu
(obvykle Leu, Glu, Ala, Met), pS znaci fosforylovany serin, pT znaci fosforylovany threonin
a P oznacuje aminokyselinu prolin (Muslin, A. J. et al., 1996).

Vazebny motiv II. je uréen konsensus sekvenci RX(Y/F)X(pS/pT)XP, kde R znaci
aminokyselinu arginin, X znac¢i libovolnou aminokyselinu (obvykle Leu, Glu, Ala, Met), Y

znac¢i aminokyselinu tyrosin, F oznacuje aminokyselinu fenylalanin, pS znaci fosforylovany
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serin, pT znaéi fosforylovany threonin a P znaci aminokyselinu prolin (Yaffe, M. B. et al.,
1997).

Ve vazebném motivu III. neni obsazena aminokyselina prolin, ale termindlni COOH.
Do skupiny vazebného motivu III. mizeme zahrnout napt. tyto vazebné partnery proteini 14-

3-3:

1) Arylalkylamin-N-acetyltransferasu (AANAT), enzym metabolické drahy melatoninu, ktery
je ur¢en sekvenci —-RRNpSDR-COOH. AANAT je fosforylovana na T31. Tato fosforylace
napomaha vazbé AANAT s 14-3-3, a tim aktivuje AANAT. Fosforylace AANAT na T31 je
soucasti vazebného motivu I. AANAT je ovSem fosforylovana jesté na S205. Vazba skrze
pS205 je v porovnani s pT31 slabsi a je soucasti vazebného motivu III. AANAT tedy mize
interagovat skrze pT31 (vazebny motiv 1.) s jednou monomerni jednotkou a pomoci pS205

s druhou monomerni jednotkou 14-3-3 dimeru (Ganguly, S. et al., 2005).

2) Rostlinnou H*ATPasu, uréenou sekvenci —QQXYpTesgV-COOH (Svennelid, F. et al.,

1999). Mutace threoninu na aminokyselinu alanin rusi schopnost vazby s proteiny 14-3-3.

3) Iba podjednotku glykoproteinu Ib-1X-V, uréenou sekvenci —-RYSGHSL-COOH (Andrews,
R. K. etal., 1998).

Vsechny uvedené vazebné motivy obsahuji C-termindlni sekvenci, kterd funkéné
nahrazuje smycku, kterou jinak poskytuje prolin u vazebnych motivi I. a II., ke zvySeni
vazebnych schopnosti (Aitken, A. 2002, Obr. 7). Vazebné sekvence enzymi AANAT a
H*ATPasy obsahuji pS/pT, zprostiedkovévaji tedy vazbu zavislou na fosforylaci. Na zakladé
téchto dat byla navrZzena sekvence vazebného motivu III. -pS/pT(X;.2)-COOH, kde pS/pT
znaci fosforylovany serin/fosforylovany threonin a X znaci libovolnou aminokyselinu

(Ganguly, S. et al., 2005).
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A) Internal Motif B) C-terminal Motif
(mode | or mode II) (mode IlI)

C-terminus phosphate

target 14-3-3 :
motif binding C-terminus
groove

turn-inducing
proline

Obr. 7.: Sekvence vazebného motivu I. a II. obsahuje aminokyselinu prolin, ktera zpusobuje
ohyb ligandu ven z vazebného zlibku proteinu 14-3-3 C-koncovou casti. B: -COOH skupina
ligandu vazebného motivu IIl. se nachdzi uvniti vazebného zlabku (prevzato z Coblitz, B. et

al., 2006).

Vazebny motiv IV. je pfikladem interakce, kterd je nezavisla na fosforylaci. Tento
motiv byl odvozen od cytotoxinu ExoS s ADP-ribosyltransferasovou aktivitou
z gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. Zajimavosti je, ze nikoli C-terminalni
konec, ale N-terminalni konec ExoS je vyto¢en z vazebného Zlabku (Ottman, C. et al., 2007).
Do skupiny vazebného motivu IV. patii napt. lidska telomerasa (hnTERT) (Seimiya, H., 2000),
enteropatogenicky Tir protein z Escherichia coli (Patel, A., 2006), amyloidni B protein
prekurzor (Sumioka A. et al., 2005), a cytotoxin ExoS (Masters, S. C. et al., 1999). U
vazebnych motiva L. II. a III. pfevazuji pfi vazbé proteinu 14-3-3 s ligandem elektrostatické
interakce, zatimco u vazebného motivu IV. interakce hydrofobni (Ottman, C. et al., 2007).

Do ctyt vySe uvedenych vazebnych motivii nezafazujeme uméle nasyntetizovany
nefosforylovany peptid R18. R18 (PHCVPRDLSWLDLEANMCLP) se vaze pies WLDLE
sekvenci s vysokou afinitou do vazebného zlabku proteinu 14-3-3. Skupina Petosy et al.
(1998) studovala krystalovou strukturu 14-3-3 v komplexu se dvéma peptidovymi ligandy —
R18 a pSRaf-259 (fosfopeptid skladajici se z rezidui 251-265 Raf-1). Pro vazbu pSRaf-259
(LSQRQRSTpSTPNVHMYV) se 14-3-3 jsou dillezitd aminokyselinova residua Lys*®, Arg®,
Arg®® a Arg'?’ uvnit vazebného zldbku. Bylo zjisténo, ze peptid R18 inhibuje vznik 14-3-
3/Raf-1 komplexu, snizuje na Raf-1 zavislou transkripéni bunécnou aktivitu a brani aktivaci

Exo0S pomoci proteint 14-3-3.
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2.1.2.3 C-terminalni konec

Struktura C-terminalniho konce nebyla dosud identifikovana na zadné
Z publikovanych krystalovych struktur. Oblast C-terminalniho konce je, na rozdil od helikalni
oblasti al - a9, sekvencn¢ vysoce variabilni. Usuzuje se, ze C-terminalni konec je velmi
flexibilni a miize zaujmout fadu riznych konformaci.

Mezi jednotlivymi isoformami proteini 14-3-3 se C-termindlni segment lisi ve své
primarni struktufe a také délce. Rostlinné a kvasni¢né isoformy se vyznacuji vyznamné
delsim C-terminalnim koncem neZ isoformy sav¢i (viz Obr. 8). Tato rtznorodost C-

Mrwe .

termindlni ¢asti je povazovana za pticinu specifi¢nosti jednotlivych isoforem.

1433z --MDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVVSSIEQKT---EG 71

BMH1 MSTSREDSVYLAKLAEQAERYEEMVENMKTVASSGQELSVEERNLLSVAYKNVIGARRASWRIVSSIEQKEESKEK 76

BMH2 MSQTREDSVYLAKLAEQAERYEEMVENMKAVASSGQELSVEERNLLSVAYKNVIGARRASWRIVSSIEQKEESKEK 76

1433z AEKKQOMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQAESKVFYLKMKGDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQ 147
BMH1 SEHQVELICSYRSKIETELTKISDDILSVLDSHLIPSATTGESKVFYYKMKGDYHRYLAEFSSGDAREKATNASLE 152
BMH2 SEHQVELIRSYRSKIETELTKISDDILSVLDSHLIPSATTGESKVFYYKMKGDYHRYLAEFSSGDAREKATNSSLE 152
1433z AYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 223
BMH1 AYKTASEIATTELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEIQNSPDKACHLAKQAFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 228
BMH2 AYKTASEIATTELPPTHPIRLGLALNFSVFYYEIQNSPDKACHLAKQAFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRD 228
1433z NLTLWTSDTQGDEA-EAGEGGEN-————————————————————e 245

BMH1 NLTLWTSDMSESGQAEDQQOQQQHOQQQ-————— PPARAEGEAPK 267
BMH2 NLTLWTSDISESGQEDQQQQQQQQQ0Q0Q0QQAPAEQTQGEPTK 273

Obr. 8: Sekvencni porovnani lidské isoformy 14-3-3( s kvasnicnymi isoformami Bmhl a

Bmh2 bylo provedeno pomoci programu ClustalW (Thompson, J.D. et al., 1994).

Drtivéjsi studie u sav€ich isoforem naznacuji, Ze oblast C-termindlniho konce zastava
dillezitou autoinhibi¢ni ulohu. V nepfitomnosti vazebného partnera proteinu 14-3-3 se C-
terminalni segment vaZze do vazebného zlabku tohoto proteinu, a tim zaroven brani vazbé
nevhodnych ligandi (Obr. 9). C-terminalni konec vétSinou obsahuje ve své aminokyselinové
sekvenci negativné nabité zbytky, které napodobuji fosfat vazebného partnera. Vazba
fosforylovaného ligandu vytésni C-termindlni konec z vazebného zlabku a tim se zvysi jeho
pohyblivost. Odstranéni C-koncového segmentu vedlo ke zvySeni vazebné afininity a zaroven

snizeni vazebné specifity proteinu 14-3-3 (Truong A. B. et al., 2002).
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C-terminal segment

Obr. 9: Stuzkova reprezentace monomerni jednotky lidské isoformy 14-3-3( (zelené)
S naznacenym C-termindlnim segmentem (Cervené) umistéenym uvniti vazebného zldabku

(Veisova, D. et al., 2010).

Sav¢i isoformy 14-3-3C a 14-3-3t obsahuji fosforyla¢ni misto na pozici Thr232. Toto
misto se nachdzi pravé v C-termindlni ¢asti a muze byt fosforylovano jak in vitro, tak in vivo
kaseinkinasou Ia (Dubios, T. et al., 1997). Predpoklada se, Ze fosforylace 14-3-3 a t
isoforem na Thr232 snizuje vazebnou afinitu proteinu 14-3-3. Fosforylace 14-3-3( na Thr232
zpisobi konformaéni zménu C-terminalniho konce, ktery je pravdépodobné odpovédny za
pozorované snizeni vazebné afinity pro peptid pRaf-259 a serotonin N-acetyltransferasu
(AANAT) (Obsilova, V. et al., 2004).

2.1.3. Isoformy proteinii 14-3-3

Proteiny 14-3-3 byly objeveny v mozkové tkani, proto byly piivodné povazovany pro
tuto tkan za specifické. Postupem casu bylo zjisténo, Ze jsou proteiny 14-3-3 piitomny i
Vv jinych tkanich, a to nejen v sav¢ich, ale vyskytuji se ve vSech eukaryotickych organismech.
U nizsich eukaryotickych organismi bylo pozorovano méné genid 14-3-3 V porovnani
SvySsimi eukaryoty - mnapf. kvasniéné organismy Saccharomyces cerevisiae a
Schizosaccharomyces pombe obsahuji dvé isoformy proteinii 14-3-3 Bmhl a Bmh2 resp.
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Rad24 a Rad25, savci obsahuji sedm isoforem a v rostlinném modelovém organismu

Arabidopsis thaliana (husenicek rolni) bylo objeveno 13 isoforem (Aitken, A., 2011).

2.1.3.1. Zivo&isné isoformy

V sav€ich buiikach bylo identifikovdno sedm isoforem proteini 14-3-3, které se
oznacuji feckymi pismeny (Obr. 4). Prvnich pét isoforem bylo oznaceno podle potadi frakce
pii eluci na HPLC - o/B, v, €, {/3, n, pficemz formy a a 6 jsou fosfoformy  a {. 14-3-39 je 14-
3-3( isoforma fosforylovand na Ser184. Tato fosforylace zvySuje moznost proteinu 14-3-3
interagovat s PKC in vitro (Aitken, A. et al., 1995). Dalsi dv¢ isoformy se oznacuji ¢ a T (1 je
n¢kdy téz oznacovana jako 0). Pojmenovani isoformy t/6 pochézi z “T-bunék”, ve kterych se
tato isoforma exprimuje. Isoforma o, pivodné oznaCovana jako Stratifin, je tkanoveé
specificka, vyskytuje se v epitelialnich buikach a byla pojmenovana v souladu s ozna¢enim
feckymi pismeny (Aitken, A., 2011). 14-3-3c se vyrazné¢ odliSuje od ostatnich lidskych
isoforem svou neschopnosti tvorit heterodimery s ostatnimi isoformami (Wilker, E. W. et al.,
2005).

2.1.3.2. Rostlinné isoformy

25 let od objeveni proteinti 14-3-3 (1967, Moore a Perez) se predpokladalo, ze se
vSechny proteiny 14-3-3 vyskytuji pouze v mozkové tkani a jsou pro tuto tkan specifické. U
zastupcl rostlinné fise byl objeven nejvyssi pocet isoforem proteind 14-3-3. Konkrétné u
Arabidopsis thaliana (huseni¢ek rolni) je znamo 13 isoforem proteini 14-3-3, ovSem
Arabidopsis thaliana obsahuje 15 geni téchto proteini. U Hordeum vulgare (je¢men) je
znamo pét isoforem proteinti 14-3-3 oznacovanych velkymi pismeny A, B, C, D, E (Aitken,
A., 2006, Ferl, R. J. et al., 2002). Analyza konzervované oblasti vazebného zZlabku ukazuje, ze
se rostlinné isoformy rozdéluji do dvou skupin - skupina epsilon (&) a skupina non-epsilon.
Rostlinna skupina non-epsilon je vysoce odlisna od rostlinné epsilon skupiny a zvifecich
isoforem (Chung, H. J. et al., 1999). Skupina proteinti 14-3-3 Arabidopsis & (epsilon)
zahrnuje pét ¢lent: , € (tyto dvé formy se vyskytuji v chloroplastech, granulich Skrobu), 7, 1 a
o. Skupina non-epsilon obsahuje osm ¢lent: k (vyskyt v plazmatické membrané), A, y, v
(vyskyt v chloroplastech), v (vyskyt v cytosolu, chloroplastech), o, ¢ a y (Ferl, R. J. et al.,
2002).
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2.1.3.3. Kvasni¢né isoformy

Nejlépe prostudované kvasni¢né proteiny 14-3-3 pochazi z pekatského drozdi,
z organismu Saccharomyces cerevisiae. BMH1 gen byl objeven shodou okolnosti v letech
1991/1992 b¢hem klonovani sousedniho genu (van Heusden, G.P.H. et al., 1992).
V kvasni¢ném organismu Saccharomyces cerevisiae byly objeveny dv¢ isoformy proteint 14-
3-3 oznacované jako Bmhl, Bmh2. Toto oznaceni pochazi z angl. Brain Modulosignalin
Homologue diky vysoké podobnosti s proteiny 14-3-3 mozkové tkané. Proteiny Bmhl a
Bmh2 jsou z vice nez 60 % identické s lidskou 14-3-3¢ isoformou, piiéemz Bmh1 isoforma je
identickd z 91 % a Bmh2 isoforma je z 97 % identicka k € isoformé v pofadi prvnich 250
aminokyselinovych zbytkii. Z toho pravdépodobné vyplyva, Ze rozdilna funkce proteinii 14-3-
3 je zpusobena v odlisSném C-terminalnim segmentu. C-terminalni segment kvasni¢nych
isoforem je Vv porovnani s lidskymi isoformami vyznamné del$i a obsahuje tzv.
polyglutaminovy (polyQ) segment. Funkce C-termindlniho segmentu neni dosud znama. Je
pravdépodobné, ze C-termindlni segment je dulezity napi. pii regulaci vezikularniho
transportu (Gelperin, D. et al., 1995). Prvni ¢ast prace se zabyva studiem konformace C-
koncového segmentu a vlivu odstranéni C-koncového segmentu na vazebnou afinitu proteinti
14-3-3 (Veisova, D. et al., 2010).

Pokusy provedené v Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe, z nichz
oba organismy obsahuji dva 14-3-3 geny, ukazuji, Ze jsou proteiny 14-3-3 nezbytné pro
zivotaschopnost buriky. Vyfazeni obou gent (knock out) u kvasinek je neslucitelné se zivotem
buniky, ackoli vyfazeni pouze jednoho genu mélo minimalni nasledky a buiika byla plné
funk¢ni. To naznacuje, ze ob¢ kvasni¢né isoformy projevuji podobné funkcni vlastnosti, které

vychazeji z vysokého stupné konzervovanosti obou molekul (van Hemert, M.J., 2001).

2.1.4. Funkce proteini 14-3-3

Proteiny 14-3-3 zastavaji klicové role v rozmanitych bunéénych procesech, jako jsou
bunécna signalizace, rist, déleni a diferenciace, reguluji proces apoptosy atd. I kdyZz ptfesna
uloha proteini 14-3-3 neni zcela zndmd, mlizeme definovat nékteré zdkladni mechanismy
interakce proteint 14-3-3 s jejich vazebnymi partnery (viz nize). Prvni biochemickou funkci
proteini 14-3-3, ktera byla identifikovana, je aktivace tyrosin a tryptofan hydroxylasy
v reakci vyzadujici vapnik, cAMP dependentni kinasu nebo kalmodulin dependentni

proteinkinasu Il (Ferl, R.J. et al., 2002).
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Interakce proteini 14-3-3 s jejich vazebnymi partnery mizeme rozdélit do Ctyf

kategorii:

a) Vazba proteinu 14-3-3 s jeho vazebnym partnerem miize zménit konformaci vazebného
proteinu a tim i ovlivnit jeho funkci. V ptipad¢€, ze vazebnym partnerem je enzym, muze dojit
ke zvySeni (vazba proteinu 14-3-3 aktivuje serotonin-N-acetyltransferasu (Obsil, T. et al.,
2001) nebo snizeni (kdy vazba proteinu 14-3-3 inhibuje nitratreduktasu) (Schoonheim, P. J. et
al., 2007) jeho katalytické aktivity.

b) Dimerni forma proteinii 14-3-3 obsahuje dvé vazebna mista pro ligandy. Timto se muze
zprostiedkovat kontakt dvou molekul a protein 14-3-3 muze slouzit jako tzv. adaptorovy
protein. Pfikladem mize byt kontakt Raf-1 kinasy a proteinkinasy PKC-{. PKC-( fosforyluje
a aktivuje Raf-1 kinasu. Tato interakce je zprostfedkovana pomoci B a 0 isoforem proteint 14-
3-3 in vitro i in vivo (van der Hoeven, P.C.J. et al., 2000). Dalsim ptikladem potencialni
tilohy dimeru 14-3-3 slouziciho jako adaptorovy protein je interakce 14-3-3 s H'-ATPasou a
rostlinnym toxinem fusicoccinem. 14-3-3 vaze C-terminalni ¢ast H'-ATPasy za pfitomnosti
Mg®* a tim dojde k vytvofeni vazebného mista pro toxin fusicoccin a K nasledné interakci

(Ferl, R.J. et al., 2002).

c) Proteiny 14-3-3 mohou regulovat bunéénou lokalizaci vazebného partnera tim, ze zakryji
nebo odkryji jeho jadernou signélni sekvenci. Piikladem miize byt regulace pohybu FOXO
transkripcnich faktortt mezi cytoplasmou a jadrem (van Der Heide, L.P. et al., 2004).

d) Proteiny 14-3-3 ve vazb¢ s jejich vazebnymi partnery mohou zabranit defosforylaci a
degradaci téchto vazebnych partnert (Ganguly, S. et al., 2001).

2.1.5. Vyznam a vazebni partneri proteinu 14-3-3
Jak jiz bylo popsano vyse, proteiny 14-3-3 interaguji s vysokym poctem vazebnych
partnerti, ovliviiuji jejich funkce a tim se Uc€astni mnoha rozmanitych bunéénych déjt.

Priklady nékterych vyznamnych interakei a déju, které proteiny 14-3-3 reguluji, jsou uvedeny

V nasledujicich podkapitolach.
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2.1.5.1. Vyznam proteini 14-3-3 p¥i regulaci buné¢ného cyklu

Proteiny 14-3-3 reguluji bunéény cyklus v téchto pochodech: piechod z G1 do S faze a
piechod z G2 do M faze bunéc¢ného cyklu.

Pii pifechodu z Gl do S faze (synteticka faze, ve které dochazi ke zdvojovani
chromozomti) se proteiny 14-3-3 vazi a negativné reguluji CDC25A fosfatasu, ktera je rovnéz
zahrnuta v regulaci CDK komplexti, které jsou potiebné pro vstup do S faze. CDC25A
defosforyluje CDK2 na pozicich Thr-14 a Thr-15. Navic 14-3-3 interaguje s CDK2 a CDK4
kinasami pravdépodobné skrze vazbu nezavislou na fosforylaci. Pokud se navaze CDC25A
s proteiny 14-3-3, dojde K jejimu rozpadu v cytoplazmé. 14-3-3c brani inaktivaci CDK
komplexu pokracovani bunééného cyklu u bunék rakoviny prsu.

Pfechod z G2 do M faze zajistuje u sav¢ich bun€k aktivace proteinkinasy CDC2
defosforylaci. Béhem S faze a po procesu poSkozeni DNA je aktivita CDC2 potlacena
fosforylaci WEE1 a MZT/MIK1 kinasami na pozicich Thr-14 a Thr-15. Fosfatasa CDC25C
defosforyluje tato threoninova residua, coz vede k aktivaci CDC2 a iniciaci vstupu do
mitotické faze. Proteiny 14-3-3 mohou zabranit vstupu do mitotické faze vazbou
s fosforylovanou CDC25C a tim ji deaktivuji. Pokud dojde k poskozeni DNA a proteiny 14-3-
3 nemohou interagovat s CDC25C, vstupuje burika do mitotické faze i s poskozenou DNA.

Po poskozeni DNA dochazi ke zvySené expresi 14-3-3c, ktera inaktivuje CDC2 a
brani vstupu do mitotické fdze ovlivnénim lokalizace CDC2 (14-3-3 zamezi CDC2 vstup do

jadra) (Hermeking, H., Benziger, A., 2006).

2.1.5.2 Vyznam proteini 14-3-3 ve vnitrobunééné signalizaci a diferenciaci

Nejlépe prostudovana tiloha proteint 14-3-3 v regulaci enzymové aktivity je regulace
Rafl (serin/threoninova kinasa, oznaCovana téz jako MAP zangl. Mitogen Activated
Protein), kterda se vyznamné podili na procesech bunécného rustu, diferenciace a
onkogenetické transformace (Fantl, W. J. et al. 1994).

Bylo prokazano, ze proteiny 14-3-3 dokazi stimulovat rychlou zménu stavu Rafl mezi
neaktivni a aktivni formou (Yip-Schneider, M. T. et al., 2000) a zprostfedkovavaji vazbu Rafl
S ostatnimi proteiny, které ji aktivuji, jako je Ber, PKC a KSR (z angl. Kinase Suppressor of
Ras) (Braselmann, S., McCormick, F., 1995, Xing, H. et al., 1997). Rafl fosforyluje MEK,

coz ma za nasledek stimulaci MAPK. Mutace N-terminalni ¢asti 14-3-3, kde se nachazi
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vazebné misto pro Rafl, ma za nasledek neschopnost aktivace MEK drahy a tim ovlivnéni
bunééné diferenciace (Dhillon, A.S. et al., 2003).

Vyznam Rafl signdlni drdhy pro neuronalni diferenciaci a normdlni funkci CNS byl
studovan u mysi mozkové tkan€. U poskozenych neuronii se predpoklada, ze aktivace Rafl se

mize ucastnit nervové regenerace (Namikawa, K. et al., 1998).
2.1.5.3. Vyznam proteini 14-3-3 pri apoptoze

Arachidonovad kyselina - interakce 14-3-3( s vys$8i mastnou kyselinou, kyselinou
arachidonovou, mize zpusobit snizeni vazebné afinity 14-3-3( s fosforylovanym ligandem
BAD. Interakce 14-3-3{ sBAD je dulezita pii regulaci apoptozy (Yang H, et al. 2001).
Uvolnéni proteinu  14-3-3  z komplexu 14-3-3/BAD vede k defosforylaci BAD
proteinfosfatasou 2A, coz umoziuje piechod BAD z cytoplasmy do mitochondrie, kde mtze
nahradit Bax z Bcl-xL (Chiang, C. W. et al., 2003, Zha, J. et al. 1996). Tento pochod vede
k apoptoze. Zjednodusené¢ BAD, jako pro-apopticky protein zapiiéinuje apoptozu interakci
s anti-apoptickymi proteiny, jako jsou Bcl-2 a Bcl-x a tim je inaktivuje. Ptekvapivé mize také
interakce proteinu 14-3-3 s BAD podnécovat bunéény rast (Maslyar, D. J. et al., 2001). To
naznacuje, ze protein-proteinova interakce 14-3-3/BAD muze fungovat jako pfepina¢ mezi
bunécnou proliferaci a bunéénou smrti. Vysoké koncentrace arachidonové kyseliny mohou
zpusobovat polymeraci 14-3-3( isoforem pozorované u nékterych neurodegenerativnich

onemocnéni (Brock, T. G. 2008).

2.1.5.4. Vyznam proteinu 14-3-3 v procesu rakoviny

Potenciélni uloha proteini 14-3-3 Vv rakovinném procesu naznacuje jejich schopnost
interagovat a regulovat rizné produkty onkogenti a tumor supresorovych genti. Bylo zjisténo,
ze proteiny 14-3-3 mohou vazat a regulovat nékteré onkogenni proteiny jako jsou napft. Raf,
Ber a Ber-Abl, proteiny zahrnuté v regulaci apoptodzy a pieziti buniky, Bad, Bax, ASK-1 a
tumor supresorové proteiny, jako jsou p53, TSC2 a p27, proteiny regulujici bunécny cyklus —
Cdc25 A, BaC, Weel, Chkl (Tzivion, G. et al. 2006).

Dalsim ptikladem muze byt interakce proteinu 14-3-3 s protoonkogenem Cbl, ktery
umoziuje pienos signalu z tyrosinkinas spojenych s receptory. Proteiny 14-3-3 vazi Cbl skrze

definovany fosforylovany motiv (Liu, Y. et al., 1999). Tato vazba inhibuje na Cbl fosforylaci
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tyrosinu, coz ma za nasledek blokace mista pro pienos signalu z T-bunécného receptoru a

proto i aktivaci Cbl (Tzivion, G. et al. 2006).
2.1.5.5. Vyznam proteinu 14-3-3 v procesech neurodegenerativnich onemocnéni

Proteiny 14-3-3 byly zjistény v cerebrospinalnim moku (mozkomisni mok) u riznych
neurodegenerativnich onemocnéni, jakym je napt. Creutzfeldt-Jakobova (CJN) nebo
Alzheimerova choroba (AD). Proteiny 14-3-3 jsou spojovany napi. i s Parkinsonovou
chorobou (PD) diky jejich vyskytu, vazebnym partnerim a neuroprotektivni funkci.

Vyznam proteini 14-3-3 v kontextu k CJN je Siroce diskutovan. CJN je nejcastéjSim
lidskym prionovym onemocnénim, které je smrtelné a jeho znakem je nahromadéni
patogenniho prionového proteinu PrPSc (Sc je odvozeno od slova Scrapie), projevy
degenerace neuronii a houbovité zmény mozku. Protein PrPc se fyziologicky nachdzi
v neuronech a lisi se od PrPSc prostorovym uspotadanim. Pfreména PrPc na PrPSc muze byt
spontanni nebo zpiisobena mutaci. Vedle klinického vySetfeni se provadi jesté dalsi vysetieni
pti podezieni na CJN, kde se mimo jiné stanovuje i prikaz proteinu 14-3-3 v likvoru,
V cerebrospinalnim moku se u pacienttt s CJN nachazi isoformy B, y, € a n. (Frankova, V.,
Krausova, M., 2008, Berg, D. et al. 2003).

Alzheimerova choroba je patologicky charakterizovana vznikem neuritickych
(senilnich) plaki a neurondlnich klubek. Za fyziologickych podminek je amyloidovy
prekurzorovy protein APP §tépen a-sekretasou, jeji produktem je rozpustny APPa, ktery ma
neuroprotektivni chararakter. Za patologickych podminek je APP §tépen nejprve B-sekretasou
a poté y-sekretasou. Produkty Sté€peni jsou B-amyloidy, které jiZ nejsou rozpustné a po
agregaci vytvafi jadra neuritickych plakii. V ptipad€ t-proteinu se za patologickych podminek
tento protein nadmérné fosforyluje a agreguje, coZ ma za nasledek vznik neurondlnich klubek,
zénik neuronii a demenci. Za fyziologickych podminek se t-protein ucCastni vystavby
mikrotubuld (Koudelkova, M., 2010).

T-protein obsahuje nejméné dv€ vazebna mista pro proteiny 14-3-3. Prvni vazebné
misto se nachazi na N-terminalni domén¢ a obsahuje Ser214, ktery je rozhodujici pro vazbu
zéavislou na fosforylaci pomoci PKA/PKB. Druhé vazebné misto se nachézi na C-termindlni
doméné a vazba zprosttedkovana skrze toto misto je na fosforylaci nezéavisla. Bylo zjisténo,
ze proteiny 14-3-3 vazi nefosforylované t-proteiny (Hashiguchi et al. 2000) a podporuji jejich
agregaci (Hernandez et al. 2004). Pokud jsou t-proteiny fosforylovany na Ser214 pomoci

PKA nebo PKB, zvysi se jejich vazebna afinita k proteiniim 14-3-3 12-14x. Tento pochod rusi
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puvodni agregaci t-proteinti vyvolanou pomoci proteint 14-3-3. Shrnuto dohromady tyto
studie naznacuji, ze proteiny 14-3-3 prostiednictvim vazby zavislé na fosforylaci na Ser214
méni konformaci t-proteinii a slouzi k zachovani t-proteinii v neagregovaném stavu. Tato
interakce ma veliky fyziologicky a patologicky vyznam, nicméné neni hlavni a jedinou
pri¢inou neagregovanych stavl t-proteini. V mozkové tkani u Alzheimerovy choroby se
pfedevSim zvysi exprese 14-3-3 isoforem y a g, isoforma 14-3-3( se nachazi zejména
Vv neuronalnich klubkach a isoforma 14-3-31 je komponentou neuritickych plakt (Sadik, G., et
al. 2009, Gajofatto, A., et al. 2011).

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni centralni nervové soustavy
charakterizované piitomnosti Lewyho télisek a ubytkem nervovych bunék v ¢asti mozku
substantia nigra pars compacta (SNc) produkujicich za normalnich podminek neurotransmiter
dopamin. Lewyho téliska jsou abnormadlni proteinové agregity uvniti nervovych bunck
s hlavni sloZzkou a-synukleinem. Mnohé studie dokazuji ptfitomnost ¢tyt lidskych isoforem
proteind 14-3-3 (&, v, 0, {) v Lewyho téliskach (Berg, D. et al. 2003). Navic, 14-3-3( isoforma
interaguje a aktivuje tyrosinhydroxylasu (TH), enzym dopaminové syntézy. a-synuklein
interaguje jak s proteiny 14-3-3, tak muZe vazat i TH a sniZovat jeji aktivitu. Proto mize byt
interakce téchto tfi proteini vyznamnd v regulaci dopaminové syntézy u PD.
Neuroprotektivni funkci vykazuji isoformy 6, v, €. Tyto isoformy snizuji toxicitu indukovanou

neurotoxiny zpusobujici buné¢nou smrt dopaminergnich bun¢k (Foote, M., Zhou, Y. 2012).

2.1.5.6. Enzym neutralni trehalasa 1 jako vazebny partner proteinii 14-3-3

V roce 2008 publikovala skupina L. Castagnoli (Panni, S. et al., 2008) studii, Ze
kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteini Bmhl a Bmh2 tvofi komplex s neutralni trehalasou 1
(Nth1). Nth1 je enzym odpovédny za degradaci neredukujiciho disacharidu trehalosy a je také
vyzadovan pfi nejriznéjsich stresovych podminkach. V systému in vitro jsou obé kvasni¢né
isoformy (Bmhl a Bmh2) nezbytné pro plnou aktivitu Nthl po fosforylaci pomoci PKA.
Bmhl a Bmh2 interaguji s N-termindlni ¢asti fosforylované neutrdlni trehalasy 1 a

prostfednictvim této vazby ovliviji jeji funkci.

26



2.2. Neutralni trehalasa 1
2.2.1. Historicky prehled trehalas

Neredukujici  disacharid trehalosa (1-a-D-glukopyranosyl a-Dglukopyranosid)
vyskytujici se jako hlavni cukerna slozka hemolymfy hmyzu (Wyatt, G.R., Kale, G.F. 1957)
objeveny roku 1832 Wiggersem v namelu zita (Wiggers, H.A.L., 1832) je hlavni zasobni
disacharid kvasinek. Pifitomnost trehalosy v kvasni¢éném organismu byla poprvé popsana
Kochem a Kochem (Koch, E.M., Koch, F.C., 1925) a Tanretem (Tanret, M.G. 1932). Enzym
odpovédny za hydrolyzu trehalosy byl objeven roku 1893 Bourquelotem (Bourquelot, E.,
1893) vorganismu Aspergillus niger. Nasledné byla trehalasova aktivita nalezena
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae (Fischer, E., 1895), houbach (lwanoff, N. N., 1925),
bakteriich (Bloch, H., Siillmann, H., 1945), bezobratlych, rybach i savcich (Willstaedt, H.,
Borggard, M., 1946). U savct byla trehalasa objevena v ledvinach (Yoneyama, Y., Lever, J.E.,
1987) a bunkach stfevni sliznice (Dahlgvist, A. 1968). V roce 1982 publikovala skupina A.
Wiemkena (Keller, F. et al., 1982) studii, Ze trehalasa stimulujici se fosfatem je lokalizovana
V cytosolu a Ze je v bunice pifitomna jesté¢ jedna, trvale aktivni trehalasa vyskytujici se ve
vakuolach. Londensborough a Varino urcili pH optima téchto dvou enzymd. Fosforylovatelny
enzym, ktery se nachazi v cytosolu, je ur¢en maximalni aktivitou pfi pH optimu 7, a proto byl
nazvan neutralni trehalasou. Aktivita enzymu vyskytujiciho se ve vakuolach je maximalni pfi
pH 4,5, a proto nese oznaceni kyseld trehalasa (Londensborough, J., Varimo, K., 1984).
Neutralni trehalasa je aktivovana pomoci cAMP, ATP, Mg2+ (Londensborough, J., Varimo,
K., 1984, App, H., Holzer, H., 1989). Vroce 1994 byl objeven a popsan gen NTH2
(YBRO0106) (Wolfe, K.H., Lohan, A.J.E.,1994) kodujici neutralni trehalasu 2 (Nth2), jehoz
funkce zatim neni zcela zndma. V roce 1999 skupina J. M. Theveleina publikovala vysledky
demonstrujici, Zze za efektivni zotaveni kvasni¢nych bunék z teplotniho Soku je trehalasova
aktivita Nthl (Wera, S. et al., 1999). V roce 2003 bylo prokazano, ze aktivace Nthl u
kvasniéného organismu Schizosaccharomyces pombe je zavisld na vazb& Ca®" skrze
konzervovany Ca®* vazebny motiv, ktery se také vyskytuje u Nth1 organismu Saccharomyces
cerevisiae (Franco, A. et al., 2003). V roce 2008 bylo zjisténo (Panni, S. et al., 2008), ze
kvasni¢né isoformy proteinti 14-3-3 Bmhl a Bmh2 tvoii stabilni komplex s neutralni

trehalasou 1 (Nthl) a zvySuji jeji aktivitu.
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2.2.2. Trehalasové isoformy

V kvasni¢ném organismu Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny tfi trehalasové

isoformy:

neutralni trehalasa 1 (Nthl) kodovana genem NTHI1 s isekem otevieného cteciho
ramce 2253 bp odpovidajici proteinové molekule o relativni molekulové hmotnosti 86
tisic (App H, Holzer H., 1989). Enzym neutralni trehalasa 1 se nachazi v cytosolu a je
zodpovédny za hydrolyzu intracelularni trehalosy a je nezbytny pro G¢inné zotaveni se
po teplotnim Soku (Wera, S. et al, 1999). pH optimum Nthl je 6.8-7.0
(Londensborough, J., Varimo, K., 1984, App, H., Holzer, H., 1989). Deleci NTH1
genu dochazi ke ztraté trehalasové aktivity, k vy$sim hodnotdm koncentrace trehalosy
ve fazi exponencidlniho rlstu, stresujicim podminkdm zptsobenymi vysokymi
teplotami a neschopnosti hydrolyzovat trehalosu, ktera bufice napomaha pii ,,zotaveni

se“ po teplotnim stresu (Kopp, M. et al., 1993).

neutralni trehalasa 2 (Nth2) kodovand genem NTH2 je ze 77 % identickd svou
aminokyselinovu sekvenci k Nthl. Delece NTH2 genu nezplsobuje zmény

v trehalasové aktivité (Nwaka, S. et al. 1995).

kysela trehalasa 1 (Athl) kodovana genem ATHL se nachazi ve vakuolach. Athl
nevykazuje zadnou sekvencni podobnost s Nthl. Athl je nezbytna pii zotaveni bunky
po teplotnim Soku a pro rust kvasni¢nych bunék na médiu obsahujici trehalosu jako
jediny zdroj uhliku (Destruelle et al., 1995, Nwaka et al., 1996). Athl hydrolyzuje
extracelularni trehalosu a miiZe zprostiedkovavat transport extracelularni trehalosy do

buiiky. pH optimum kyselé trehalasy se pohybuje v rozmezi 4.5-5.0.

2.2.3. Trehalasova funkce

Neredukujici disacharid trehalosa je v buiice nahromadén jako pfirozena odpoveéd’ na

stresové situace, jako jsou teplotni vykyvy, dehydratace, zmény tlaku, plisobeni toxickych

latek aj. Biologicka funkce trehalas spociva v kontrole koncentrace nahromadéné trehalosy

degradaci na glukosové jednotky. Neutralni trehalasa 1 je zodpovédna za intracelularni
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degradaci trehalosy, na rozdil od kysel¢ isoformy Athl, kterd vyuziva extracelularni trehalosy
(Nwaka, S., Holzer, H. 1998).

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae mohou trehalosu jak syntetizovat, tak degradovat
Vv zavislosti na vnéjSich podminkach a fazi zivotniho cyklu. Diky témto pochodim muze byt
trehalosa pfitomna v buiice v mnoZzstvi menSim nez 1 % nebo vétSim nez 23 % hmotnosti
susiny (Kuenzi, M.T., Fiechter, A., 1969, Kuenzi, M.T., Fiechter, A.,1972). Tato rozdilna
mnozstvi trehalosy napovidaji, ze neredukujici disacharid trehalosa hraje velmi dilezitou roli
Vv zivotnim cyklu kvasinek, mimo jiné jako napi. zasoba uhliku a energie hladové&jicich bunék
(Chester, V.E, 1963), stresovy faktor (Nwaka, S., Holzer, H., 1998) a faktor stabilizujici
proteiny a membrany V nativnim stavu a sniZzuje schopnost proteinové agregace (Crowe, J.H.
et al, 1984, Wiemken, A., 1990, Singer, M.A., Lindquist, S., 1998 ).

Biosyntéza trehalosy je katalyzovana enzymy trehalosa-6-fosfat-syntasou (Tsplp,
kédovano TSP1 genem) a trehalosa-6-fosfat fosfatasou (Tsp2p, kédovadno genem TSP2)
tvoficimi tzv. trehalosa syntazovy komplex vyuzivajici UDP-glukosu a glukosa-6-fosfat jako
substraty (Obr. 10). Hydrolyza trehalosy je katalyzovana neutralni trehalasou 1, (Nthl
kodovano genem NTH1), neutralni trehalasou 2 (Nth2, kodovano genem NTH2), a kyselou
trehalasou 1 (Athl) (Nwaka, S., Holzer, H. 1998).

Trehalosa
()

T-6-P
.4
(e ) |
ppi+ UDP-Glc >

2 x Glukosa

v
UTP + G-I-P @ pG-6-P

K

Glykolyza

Obr. 10.: Metabolismus trehalosy u Saccharomyces cerevisiae. Enzymy neutrdlni trehalasa 1
(Nth1p) a kyseld trehalasa 1 (Athlp) se ucastni hydrolyzy trehalosy na dvé molekuly glukosy.
Biosyntéza trehalosy probihd nasledovne: Trehalosa-6-fosfat syntasa (Tpslp; UDP-
glukosa:D-glukosa-6-fosfat 1—glukosyltransferasa) prenasi UDP-glukosu (UDP-Glc) na
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Glukosa-6-fosfat (G-6-P) za vzniku trehalosa-6-fosfatu (T-6-P). Nasleduje odstépeni fosfatové
skupiny specifickou fosfatasou Trehalosa-6-fosfat fosfohydrolasou (Tsp2p) za vzniku
trehalosy (Bell, W. et al., 1992). Tento proces byl poprvé popsan roku 1958 Cabibem a
Leloirem. Prevzato z (Nwaka, S., Holzer, H. 1998).

Exponencialni faze rastu kvasni¢nych bun¢k na médiu obsahujici glukosu nebo jiny
fermentovatelny zdroj (jako je napf. fruktosa nebo galaktosa) vykazuje velice nizkou
koncentraci trehalosy (okolo 0,1-0,5 mM) a bazalni aktivitu syntetizujicich a hydrolyzujicich
enzymu trehalosy (Nwaka, S., Holzer, H. 1998). Pokud dojde ke spotiebovani glukosy jako
zdroje uhliku, za¢ne koncentrace trehalosy prudce naristat (okolo 25 mM) (Kienle, I. et al.,
1993) do doby stacionarni faze. Na rozdil od medii obsahujicich fermentovatelny zdroj
uhliku, buniky rostouci na nefermentovatelnych médiich, jako je glycerol, ethanol a acetat,
vykazuji vysoké koncentrace trehalosy jak v exponencidlni, tak ve stacionarni fazi zpisobené
nutri¢nim stresem (Nwaka, S., Holzer, H., 1998, Elliot, B., Fuchter, B., 1993, Van Dijck, P.,
1995). Ristova kiivka bakterialni populace obsahujici klidovou, exponencialni, stacionarni
fazi a fazi odumirani bunek naznacuje Obr. 11. V pokusech in vivo se spousti fosforyla¢ni
drdha cAMP-PKA (bunék rostoucich na nefermentovatelném médiu) piidavkem glukosy. Po
tomto glukosovém piidavku okamzité vzrusta trehalasova aktivita (Thevelein, J.M., de Winde,
J.H., 1999).

pocet bakterii v kolonii

Obr. 11.: Rustova krivka bakteridlni populace. Faze A — klidova faze, nebo lag faze. Bakterie
se pripravuji na riist a mnozZeni v novém prostiedi. B — exponencialni faze, log faze. Dochazi
Kk exponencidalnimu mnozeni bakterii, dokud nejsou vycerpany ziviny. C — stacionarni faze.
Dochazi ke zpomaleni mnozeni bunék. V posledni fazi, D — faze odumirani, dochdzi k prevaze

odumrelych bunék nad bunikami zivymi (Rosypal, S., 2003).
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Akumulace neredukujiciho disacharidu trehalosy a odolnost buné¢k vici stresovému
prostfedi naznacuje, ze hlavni funkce trehalosy neni zasobni, ale funguje jako faktor, ktery
chrani bunku pied neptiznivymi okolnimi vlivy (Wiemken, A., 1974, Van Laare, A., 1989).

U obratlovcii, vcetné lidi, byla trehalasa objevena v rendlnim proximalnim tubulu, a
proto muze byt pouzita jako diagnosticky marker nékterych onemocnéni ledvin, pfi kterych se

tento enzym vyskytuje v moci (Niwa, T. et al., 1993).
2.2.4. Fosforyla¢ni mista enzymu neutralni trehalasy 1

Porovnani aminokyselinovych sekvenci u riznych organismid naznacuje, ze
trehalasové enzymy Saccharomyces cerevisiae a Kluyveromyces lactis obsahuji, na rozdil od
ostatnich organismu, vyznamné del$i N-terminalni konec (Nwaka, S., Holzer, H. 1998). Podle
dosavadnich studii vyplyv4, Ze oblast N-terminalniho konce obsahuje nékolik PKA
fosforyla¢nich mist a hraje dalezitou roli v regulaci enzymu kvasni¢né neutralni trehalasy.

Podle studii z let 1993-1994 obsahuje N-terminalni oblast Nth1 a Nth2 dvé cAMP-
zavisld fosforylacni mista ve svych aminokyselinovych sekvencich. Jednd se o
Arg”ArgLysSerzo s fosforylovatelnym Ser® a ArgBOArgGIySer% s fosforylovatelnym Ser®
v piipadé Nthl a o Arg"ArgLysSer*® a Arg'®ArgGlySer'*? u Nth2 (Rittenhouse, J. et al.,
1986, Kopp, M. et al., 1993, Kopp, M. et al., 1994).

Skupina Theveleina et al. publikovala v roce 1999 studii, ze aktivace neutralni
trehalasy 1 organismu Saccharomyces cerevisiae, ktera obsahuje 17 potencidlnich
fosforylacnich mist, je zprostfedkovdna pomoci vice neZ jednoho fosforylaéniho mista —
Ser20, Ser21 a Ser83 (Wera, S. et al., 1999). Fosfoproteomova analyza bunétného lysatu
naznacuje, ze fosforylacni mista dulezita pro aktivaci Nth1 in vivo jsou Ser21, Ser23 a Ser83
(Ficarro, S.B. et al., 2002), pticemz se spekuluje, Ze fosforylaéni misto Ser23 mize byt
fosforylovano odliSnou proteinkinasou nez PKA.

Vroce 2003 bylo prokazano (Franco A. et al, 2003), ze aktivace Nthl u
Schizosaccharomyces pombe je zavisld na vazb& Ca®* skrze konzervovany Ca®* vazebny
motiv, ktery se také vyskytuje u Nth1 Saccharomyces cerevisiae.

Skupina (Panni, S. et. al., 2008) v roce 2008 zjistila, ze proteiny 14-3-3 interaguji
S Nthl a navic zvySuji jeji aktivitu. Z jejich studie kratkych syntetickych fosfopeptidi
obsahujicich fosforylatni mista 21 (QRRLSs*’LSEFN), 23 (RLSSLs®EFNDP) a 83
(QTRRGS®EDDTY) vyplyva, Ze pro vazbu s proteiny 14-3-3 jsou diilezita fosforylaéni mista
Ser21 a Ser23, nikoli Ser83.
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Nase skupina se ve druhé ¢asti prace zabyvala studiem fosforyla¢nich mist enzymu
neutralni trehalasy 1 vhodnych pro vazbu s kvasniénymi proteiny 14-3-3. Publikace ,,Role of
individual phosphorylation sites for the 14-3-3-protein-dependent activation of yeast neutral
trehalase Nthl: Veisova, D., Macakova, E., Rezabkova, L., Sulc, M., Vacha, P., Sychrova,

H., Obsil, T., Obsilova, V. (2012), Biochemical Journal 443(3), 663-670 jsou piilohou
v kapitole 13.
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3. Cile prace

Hlavnim cilem této disertatni prace bylo objasnit faktory ovliviiujici vazebnou

specifitu proteint 14-3-3. Cést prace A se zabyva studiem vlastnosti C-koncového segmentu

kvasni¢nych isoforem proteini 14-3-3, ke kterému byly pouzity techniky fluorescencni

spektroskopie, dynamického rozptylu svétla, sedimentacni analyzy, cirkularniho dichroismu a

gelové permeaéni chromatografie. Cast B se zabyva regulaci aktivity enzymu neutralni

trehalasy pomoci kvasni¢nych isoforem proteintt 14-3-3 in vitro a in vivo. Ktomu byly

pouzity techniky bodové mutageneze, kineticka méteni a sedimentacni analyza.

Konkrétni cile prace:

A. Objasnéni konformace C-koncového segmentu a oligomerniho stavu kvasni¢nych isoforem

proteinti 14-3-3:

Jaky je oligomerni stav a velikost molekul proteini Bmh?
Jaky vliv ma odstranéni C-koncového segmentu na vazebnou afinitu proteinit Bmh?
Jak ovliviluje vazba fosforylovaného peptidu mobilitu C-koncového segmentu

proteintt Bmh?

B. Regulace enzymové aktivity kvasni€ného enzymu neutralni trehalasy 1 pomoci

kvasni¢nych isoforem proteint 14-3-3:

Identifikace fosforyla¢nich mist enzymu neutralni trehalasy vhodnych pro vazbu s
kvasni¢nymi proteiny 14-3-3 in vitro.

Kinetické studie mutantnich forem enzymu neutrdlni trehalasy pro stanoveni
pomoci kvasni¢nych isoforem 14-3-3 proteini.

Jakd je stechiometrie vazby kvasni¢nych isoforem proteinti 14-3-3 s neutrdlni
trehalasou?

Jaka je aktivace enzymu neutralni trehalasy v zavislosti na Ca**?

Regulace enzymové aktivity enzymu neutralni trehalasy pomoci kvasni¢nych proteint

14-3-3 v organismu Saccharomyces cerevisiae in vivo a porovnani efektivity

fosforyla¢nich mist in vivo versus in vitro.
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4, Pouzity material

4.1. Chemikalie

agarosa - Carl Roth GmbH, Némecko

akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

ampicilin - Sigma, USA

bacto trypton (pepton) - Carl Roth GmbH, Némecko

bacto yeast extract (kvasni¢ny extrakt) - Carl Roth GmbH, Némecko
borita kyselina — Lachema a.s., Neratovice, CR

bis-akrylamid - Carl Roth GmbH, Némecko

bromfenolova modr - Sigma, USA

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

EDTA - Sigma, USA

ethanol - Lachema a.s, Neratovice, CR

ethidium bromid - Sigma, St. Louis, USA

glycin - Carl Roth GmbH, Némecko

glycerol — Penta, Chrudim, CR

heptahydrat siranu nikelnatého - Penta, Chrudim, CR

hydroxid sodny - Lachema a.s, Neratovice, CR

chloramfenikol - Sigma, USA

chlorid draselny - Lachema a.s, Neratovice, CR

chlorid sodny - Penta, Chrudim, CR
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chlorovodikova kyselina - Lachema a.s, Neratovice, CR

imidazol - Carl Roth GmbH, Némecko

isopropanol - Lachema a.s, Neratovice, CR

IPTG - Sigma, USA

LB Agar (Luria/Miller) - Carl Roth GmbH, Némecko

LB Medium (Luria/Miler) - Carl Roth GmbH, Némecko

methanol - Lachema a.s, Neratovice, CR

octové kyselina - Lachema a.s, Neratovice, CR

persulfat amonny - Sigma, USA

SDS - Sigma, USA

siran nikelnaty - Penta, CR

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

B-merkaptoethanol - Carl Roth GmbH, Némecko

4.2. Material

Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit — Invitrogen, USA

ATP - Sigma, USA

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

DNA primery - VBC-Genomics, Rakousko
Dpn | - New England Biolabs, USA

E. coli BL21 (Rosetta) - Stratagene, USA
E. coli DHa - Stratagene, USA

filtry 45 pm Rotilabo-Spritzflter (PVDF) - Carl Roth GmbH, Némecko
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Jetquick Plastid Miniprep spin kit - Genomed, USA
lysozym - New England BioLabs, USA
naplné do kolon a kolony - Amersham Biosciences, Svédsko
Protease Inhibitor Coctail — Sigma, USA
thrombin - Sigma, USA
vektor pET-15b - Invitrogen, USA
pET-32b
YEp352 (z angl. Yeast Episomal Plasmid)
peptidy znacené FITC (Raf-259, pRaf-259) — EZ Biolab (Westfield, USA)
PKA - Promega, USA
Quick ChangeTM Site-Directed Mutagenesis kit - Stratagene, USA

standard molekulovych vah - Precision Plus Protein Dual Color Standard, BioRad, USA

4.3. Pristroje

analytické vahy R160V, Sartorius, Goettingen, Némecko

centrifuga 5804R, rotor A-4-44, Eppendorf, Hamburg

centrifuga 5415D, rotor F45-24-11, Eppendorf, Hamburg

centrifuga K80, rotor S6/6,6, MLW, Leipzig, Némecko

horizontélni agarosova elektroforéza, Omni-bio, Brno, Ceska republika
HPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Uppsala, Svédsko

iluminator UVT 14-M, Herolab, Wiesloch, Némecko

inkubator, Melag, Berlin, Némecko

MasterCycler Personal, Eppendorf, Hamburg, Némecko

peristalticka pumpa, Ismatec, Glattbrugg, Svycarsko

pH metr Jen Way 3505, Feldsted, Velka Britanie
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sonikator 3000 Misonix, Cole Parmer, Vernon Hills, USA

spektrofluorimetr Photon CountingSpectrofluorimeter PC1, ISS, Champain, USA
spektropolarimetr J-810, Jasco, Japonsko

trepaCka Orbital incubator, Gallenkamp, Loughborough, Velka Britanie

UV-VIS absorp¢ni spektrofotometr Agilent 8453, Agilent, Santa Clara, USA
vertikalni polyakrylamidova elektroforéza, Bio-Rad, Hercules, USA

vodni lazen, Memmert, Schwabach, Némecko

vortex Zx3, Velp Scientifica, Milén, Italie

zdroj pro horizontélni elektroforézu, Omni-bio, Brno, Ceska republika

zdroj pro vertikalni elektroforézu Consort EV243, Sigma-Aldrich, USA
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5. Metody
ODDIL A

5.1. PouZzivané vektory

Expresni vektor je plasmid (tedy kruhova molekula DNA) navrZeny pro expresi
rekombinantnich proteinti v bakteriich. Expresni vektor pET15-b obsahuje jako jednu ze
svych komponent histidinovou sekvenci. Tato sekvence je Usek DNA kodujici tzv.
histidinovou kotvu (His-tag), coz je motiv Sesti aminokyselin histidinti za sebou. Histidinova
kotva je dilezitd pro detekci a purifikaci proteinli. Vyuziva se ji v purifikacnim kroku afinitni
chromatografie, jejiz principem je vazba purifikovaného proteinu s histidinovou kotvou na
ionty kovu (ligand) ukotvené na kolon€. Po expresi vznikaly fuzni proteiny s histidinovou
kotvou na N-konci, ktera byla podle potieby odStépena thrombinem. PouZzivany vektor

PET15-b v sobé& nese gen s rezistenci na antibiotikum ampicilin.

PET-15b sequence landmarks Bpu1102 1(267)
T7 promoter 453-469 |EcoR 1(5706) _-BamH 1(319)
T7 transcription start 452 Aat 11(5635) [ jClale4) ~ :20;(:32:)
His*Tag coding sequence  362-380 Ssp 1(5517) | \ | jyHind lllc2s) P Neo l(j&é) )
Multiple cloning sites Sca I(5193) //\/L"‘ — — Xba (428)
(Nde! - BamH 1) 319-335 Pvu sy N ___Bgl llase)
7 terminator 213-259 // — SgrA 1(535)
Pst 1(4958) . . )]
lacl coding sequence (866-1945) st lueso) 66"00 222?\‘1(?9715:1
pBR322 origin 3882 < (=)
bla coding sequence 4643-5500 Bsa I(4774)
Ahd 1(4713) 7
\ \
/\\ Mlu I(1216)
[ 2 “\'\\ /» Bel 1(1230)
; %\
| -3 | | |BStE l1(1397)
i ET-15b = k
AN 14236) | p(57oabp) @ }| | \Apaliazn)
\ M
Z |y
X %‘ "J //BssH 11(1627)
I ~
MR / Hpa 1(1722)
/%
o, 3/
BspLU11 1(3820)
Sap 1(3704)
Bst1107 1(3591) — PshA 1(2061)

Acc 1(3590) 7/ "\
BsaAI(Gsm% \

Eag (2284)
Tth111 1(3565) e \ \Nru 2319

BspM 1(2399)

- S - D

<
\  \Bsm I(2704)

|
Bpu10 1(2926) / \
'Msc 1(2791)

Obr. 12.: Mapa vektoru pET-15b. Mezi mista pro restrikcni endonukledzy Ndel a BamHI byla
zaklonovana cDNA pro Bmhl, Bmh2 a 14-3-3( proteiny. Diilezité slozky vektoru jsou uvedeny
vlevo od obrdzku. Jsou jimi T7 promotor (na tuto sekvenci specificky nasedda enzym T7 RNA
polymerasa, ktera je zodpovédna za transkripci inzertu), T7 pocatek transkripce (je misto

vektoru, kde zacind T7 RNA polymerasa syntetizovat mRNA inzertu), His-Tag kodujici
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sekvence (sekvence vektoru kodujici histidinovou kotvu), klonovaci misto (misto, kam Ize
zaklonovat inzert), T7 terminator (misto ukoncujici transkripci inzertu), lacl kodujici sekvence
(sekvence kodujici lac represor, ktery se za nepritomnosti IPTG vaze na DNA vektoru v casti
blizké T7 promotoru a tim je blokovana transkripcni aktivita T7 RNA polymerasy; zahdjeni
transkripce je mozné v pritomnosti molekuly IPTG, na kterou se represor navaize), pBR322
origin (misto dulezité pro replikaci plasmidu pri kultivaci bakterii) a bla kodujici sekvence

(kéduje rezistenci k ampicilinu). Prevzato z http://www.aidsreagent.org/pdfs/pet15b.pdf.

K produkci kvasni¢énych proteini 14-3-3 Bmhl a Bmh2 a jejich mutantd Bmhl
M237Stop, Bmh2 1237Stop (237Stop znaci proteiny s odstranénym C-terminalnim koncem)
byl pouzit expresni vektor pET15-b (Novagen, viz Obr. 12), do kterého byla mezi mista pro
restrikéni endonukleazy Ndel a BamHI zaklonovana cDNA pro BMH1 WT, BMH2 WT.
Zaklonovani cDNA BMH1 WT a BMH2 WT bylo provedeno diive RNDr. Veronikou
Obsilovou, Ph.D. Pro expresi 14-3-3 WT, 14-3-3 deltaC byl pouzit opét expresni vektor
pET15-b.

5.2. Cilena bodova mutageneze pomoci PCR

Cilena bodova mutageneze provedena pomoci fetézové polymerasové reakce (PCR;
Z angl. Polymerase Chain Reaction) umoziuje ziskani mutace na vyZzadovaném genu v piesné
definovaném misté. V této reakci jsou vyuZivany syntetické oligonukleotidy délky okolo 30
nukleotidli zakoncené nejlépe bazemi C nebo G, jejichz sekvence je identicka s vyjimkou
mista zmény, které se nachézi ptiblizné uprostied.

Cilena mutageneze cDNA BMHI1 WT pomoci PCR byla pouzita pro pfipravu Bmhl
AC, kde jsem zménila triplet koddujici methionin 237 na Stop kodon, po expresi vznikal Bmhl
mutant s odstranénym C-koncem.

Cilena mutageneze cDNA BMH2 WT ve vektoru pET15-b byla provedena na misté
237. Triplet kédujici isoleucin 237 jsem zménila na Stop kodon, po expresi tak vznikal mutant
Bmh2 s odstranénym C-koncem.

Cilena mutageneze cDNA BMH2 noW (noW znaéi verzi Bmh2, kde byly dva
ptirozené se vyskytujici tryptofany na pozicich 61 a 233 nahrazeny fenylalaniny; tento
konstrukt jsem dostala od RNDr. Veroniky Obsilové, Ph.D.) ve vektoru pET15-b byla
provedena na mistech E243 a A264. Zde byl vnesen tryptofanovy zbytek bud’ na pozici 243

(triplet kodujici kyselinu glutamovou byl zménén na triplet kodujici aminokyselinu tryptofan;
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E243W) pted polyQ sekvenci C-termindlniho konce nebo na pozici 264 (triplet kodujici
aminokyselinu alanin byl zménén na triplet kodujici aminokyselinu tryptofan; A264W) za
polyQ sekvenci C-terminalniho konce.

Cilena mutageneze cDNA 14-3-3( ve vektoru pET15-b byla provedena na misté 231,
kde byla nahrazena kyselina asparagova Stop kodonem. Tato mutace byla provedena RNDr.
Veronikou Obsilovou, Ph.D.

Tyto bodové mutace umoznily studium vlastnosti C-konce Bmh2 proteinu metodami
fluorescencni spektroskopie, gelové permeacni chromatografie, sedimentacni analyzy a
dynamického rozptylu svétla a jejich porovnani se savci isoformou 14-3-3(. Navrzené
oligonukleotidy (VBC-Genomics, Rakousko) jsou uvedeny v Tab. 2, slozeni reakéni smési
udava Tab. 3.

Tab. 2.: Oligonukleotidy pouzité pro metodu cilené bodové mutageneze.

BMH1 M237Stop_up

5 tta tgg act tca gac tag tcc gag tcc ggt caa 3’
BMH1 M237Stop_down
5 ttg acCc gga ctc gga «cta gtc tga agt cca taa 37

BMH2 1237Stop_up

5 tta tgg acc  tct gat taa tct gaa tct ggt caa 37
BMH2 1237Stop_down

5 tty acc aga ttc aga ftta atc aga ggc cca taa 3’

BMH2 E243W _up

5 tct gaa tct ggt caa tgg ogat caa caa caa caa 3’
BMH2 E243W_down

5 ttg ttg ttg ttg atc cca ttg acc aga ttc aga 3’

BMH2 A264W_up

5 caa caa caa gQct cca tgg gaa caa act caa ggt 3’
BMH2 A264W_down

5 acc ttg agt  ttg ttc cca tgg agc  ttg ttg ttg 3’
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PCR reakéni smés obsahovala:

Tab.3: Slozeni reakcni smési v mikrozkumavce pro provedeni bodovych mutagenezi pomocit

PCR.

mnozstvi  finalni koncentrace v 50 pl PCR smési

250 ng/pl templatova DNA 1l

10 mM primer Bmh(14-3-3) up 2ul 400 uM

10 mM primer Bmh(14-3-3) down 2 ul 400 uM

10x Pfu pufr HF S5ul

1,6 uM dNTP 2,5 ul 0,08 mM (kazdy ANTP)
ultradista H,O 36,5 ul

Pfu Ultra polymerasy HF 1 ul 2,5 U/ul

Pro mutagenezi byla pouzita souprava Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, USA).

Program PCR reakce na termocycleru probihal nasledovné:

1. faze 95 °C 1 min

2. faze 95 °C 30s

3. faze 51°C 1 min

4. faze 68 °C 12 min

5. faze 68 °C 12 min

6. faze 4°C neomezené dlouho

Cyklus fazi 2-4 byl 20x opakovan.

Dvouvldknova DNA je pii teplot¢ 95 °C denaturovana po dobu 30 sna dvé
jednovlaknové templatové molekuly. Pii teploté 51 °C (faze 3) hybridizuji (annealing) na
obou stranach cilové DNA oligonukleotidové primery, které fidi syntézu novych vldken. Ve
4. fazi probiha prodluzovani fetézce (elongace) DNA ptipojovanim dNTP k volnému 3" konci
nov¢ vznikajiciho vldkna pomoci termostabilni DNA polymerasy. Syntéza nového vlakna

tedy probiha ve sméru 5" — 3".
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5.3. Odstranéni templatové DNA

V bakteriich existuji tzv. restrikéné-modifikacni systémy, které chrani bakterie pied
vstupem cizorodych DNA tim, ze methyluji vlastni DNA. Templatovd DNA byla odstranéna
pouzitim restrikéni endonukleasy Dpnl, kterd specificky $t€pi methylovanou DNA.
V produktu po PCR reakci byla pfitomna pievdzné mutovand DNA a templatovda DNA
Vv malém mnozstvi, ktera byla odstranéna pfidavkem 30 U (1,5 pl) enzymu Dpnl (20000
U/ml). Smés byla inkubovana 90 minut pii teploté 37 °C.

5.4. Ovéreni vysledku PCR reakce pomoci TBE agarosové elektroforézy

Pro kontrolu kvality DNA wvzniklé PCR reakci byla provedena TBE agarosova
elektroforéza. Pro piipravu 1 % agarosového gelu bylo smichano 0,8 g agarosy s 80 ml 1x
TBE pufru (viz Tab. 4). Smés byla zahiata do rozpusténi v mikrovinné troub€ a po mirném
ochlazeni nalita do stojanu pro horizontalni elektroforézu a vlozen hieben pro vytvoieni
jamek. Pfipraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany, ptevrstven 1x TBE pufrem a
nasledné byly naneseny vzorky a standard velikosti DNA. 15 pl smési po PCR reakci bylo
smichéno s 6x Loading Dye Solution (Fermentas, 5 ul) a vodou (10 ul). Pistroj byl pfipojen
ke zdroji stejnosmérného elektrického napéti o 70 V a elektroforéza probihala 120 minut. Poté
byl gel na 15 minut vlozen do roztoku ethidiumbromidu (0,01 % wi/v), ktery umoziuje

vizualizaci v UV svétle tim, ze interkaluje mezi jednotlivé baze DNA.

Tab. 4.: Slozeni Ix TBE pufru pouzitého pro TBE agarosovou elektroforézu.

1x TBE pufr

40 mM Tris-HCI pH 8,0
90 mM Hz3BOs

2mM EDTA pH 8,0

5.5. Transformace kompetentnich bunék metodou teplotniho Soku
Po odstranéni templatové DNA byla provedena transformace DNA do bun¢k E. coli

BL21(DE3) metodou teplotniho Soku (angl. ,,heat shock®), kdy jsou buiiky nejprve ponoieny

do vodni 1azné o teploté 45 °C a nésledné do ledu.
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Zmrazena smés buné¢k BL21(DE3) (50 ul) byla opatrné rozehtana na ledu. K této
smési bylo pfidano 3 pl DNA vzniklé PCR metodou s odstranénou templatovou DNA.
Inkubace probihala 20 minut na ledu (0 °C). Po inkubaci pti 0 °C byla zvysena teplota
mikrozkumavky obsahujici smés bun¢k BL21(DE3) a DNA ve vodni lazni na 42 °C po dobu
45 s. Poté byla smés opét inkubovana na ledu (0 °C) po dobu 2 minut. Nakonec bylo ke
smési piidano 450 pl tekutého LB média (viz. Tab. 5) temperovaného na 37 °C a vysledna

smés byla inkubovana minimalné 1 hod pii 37 °C za konstantniho tiepani 200 rpm.

Tab. 5.: Slozeni tekutého a pevného LB média.

sloZeni tekutého LB média sloZeni pevnych agarosovych misek s ampicilinem

trypton 10 g trypton 10¢g

kvasni¢ny extrakt 50 kvasni¢ny extrakt 50

NaCl 109 NaCl 109

H,O doplnitdo 11 | agar 159

vysterilizovat H.0 doplnitdo 1|
vysterilizovat
po ochlazeni ptfidat ampicilin o findlni koncentraci
100 pg/ml

Bunky byly nakonec pteneseny na Petriho misky s pevnym LB médiem (viz Tab. 5)
temperované na teplotu 37 °C. Roztok bakterii byl steriln¢ rozetfen po celé plose misky a

vlozen do inkubatoru nastaveného na teplotu 37 °C.

5.6. Izolace plasmidové DNA

Z kolonii, které vyrostly na Petriho miskach po transformaci kompetentnich bunék,
byly pfipraveny bakterialni kultury, které byly vzdy pouze z jedné kolonie. Klickou byly
sterilné preneseny jednotlivé kolonie do 5 ml tekutého LB média s antibiotikem ampicilinem
o finalni koncentraci 100 pg/ml. Smés byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu 15 hodin za
konstantniho ttepani 200 rpm.

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci sady JetQuick Plasmid Miniprep
Spin Kit (Genomed, SRN), kterd obsahuje podrobny nadvod, vSechny potifebné roztoky G1-G4,
TE a mikrozkumavky. Nejprve byla smés resuspendovana roztokem Gl, ktery obsahuje
RNAsu jiz se vyuziva k tplné degradaci RNA pfti purifikacich DNA. Poté byl pfidan roztok
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obsahujici NaOH a SDS, ktery zpusobil lyzi bun¢k. Nasledovala neutralizace octanem
sodnym, ktera zpusobila precipitaci chromatinové DNA a proteind, které byly odstranény
centrifugaci. Supernatant, ktery obsahoval uvolnénou plasmidovou DNA, byl pfenesen na
kolonku. Poté byla DNA 2x promyta ethanolem a v posledni fazi byla plasmidova DNA
cluovana z kolony TE pufrem o teplot¢ 65 °C. Vyslednym produktem bylo ziskani Cisté

plasmidové DNA, jejiz ¢ast byla zaslana na sekvenaci.

SloZeni pouzivanych roztoku:

G1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 png/ml RNAsa A
G2: 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)

G3: acetat a guanidin chlorid

G4: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI

TE: pufr 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA

5.7. Bakterialni expresni systém

Nejpouzivangj§im systémem pro expresi rekombinantnich proteini je systém
bakterialni. Vyhodou je zejména vysoky vytézek exprimovaného proteinu, nizka Casova a
finan¢ni narocnost. Pro expresi Bmh proteinii byl pouzit kmen BL21(DE3). BL21 jsou
geneticky modifikované kmeny E. coli. Dulezitou roli zde zastava gen lacl, ktery koduje lac
represor a gen DE3, ktery v sobé nese informaci pro syntézu T7 polymerasy. V nepfitomnosti
induktoru IPTG naseda lac represor na lac promotor (promotor genu DE3). Tim se blokuje
syntéza T7 RNA polymerasy. Pokud je v buiice pfitomen IPTG, vdze na sebe lac represor a
syntéza T7 RNA polymerasy miiZze probihat. Tim dochdzi ke spusténi transkripce

rekombinantniho proteinu viz Obr. 13.
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Obr. 13.: Schéma bakterialniho systému pro expresi rekombinantnich proteinii. Prevzato z

http://www.quora.com/How-does-IPTG-induced-gene-expression-work-at-a-molecular-level.

Transformace plasmidové DNA do bunék BL21(DE3) byla provedena metodou
teplotniho Soku viz kap. 5.5. Z Petriho misky byly steriln¢ pfeneseny bakterialni kolonie do 5
ml tekutého LB média temperovaného na 37 °C s ptidavkem ampicilinu o finalni koncentraci
100 pg/ml. Tato smés byla inkubovana 15 hodin pii teploté 37 °C za konstantniho tiepani 200
rpm. Nasledn€ byla smés bakterii prenesena do 1 1 tekut¢ého LB média temperovaného na
teplotu 37 °C s ptidavkem ampicilinu o finalni koncentraci 100 pg/ml za konstantniho tfepani
200 rpm do té doby, nez doséhla hodnota optické density 0,8 pti 600 nm vzhledem k ¢istému
LB médiu. Exprese byla indukovana ptidavkem 0,5 mM roztoku IPTG. Inkubace bakterialni
kultury probihala po dobu 15 hodin pfi teploté 30 °C za konstantniho ttepani 200 rpm.

5.8. Glycerolovy roztok transformovanych bakterii

Glycerolové roztoky slouzi k dlouhodobému skladovani bakterialni kultury, ke které je
pfidan sterilni glycerol do finalni koncentrace 30 %. Bakteridlni kolonie byly sterilné
ptreneseny z Petriho misky do 5 ml tekutého LB média temperovaného na 37 °C s pfidavkem
ampicilinu o finalni koncentraci 100 pg/ml. Tato smés byla inkubovana 15 hodin pfi teploté
37 °C za konstantniho tfepani 200 rpm. K 1000 ul bakterialni kultury bylo ptidano 300 pl

sterilniho glycerolu. Nasledné byla smés promichana a skladovana pii -80 °C.
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5.9. Purifikace proteini Bmh a lidské 14-3-3( isoformy

Po expresi byly buiiky centrifugovany 20 min pii 3400 rpm (rotor S6/6,6) a teploté
4 °C. Peleta bun¢k z 1 | byla resuspendovana ve 30 ml lyza¢nim pufru (viz Tab. 6) pomoci
vortexu a vysledné smési byly pied sonikaci zamrazeny na -80 °C po dobu 15 hodin, protoze

nizké teploty napomahaji naruseni bakterialni bunécné stény.

Tab. 6.: Slozeni resuspendacniho/lyzacniho pufru a 1x PBS pufru.

SloZeni lyza¢niho pufru SloZeni 1 x PBS pufru, pH 7,4
1 x PBS 138 mM NaCl

1 M NaCl 3 mM KCI

2 mM imidazol 8 mM NazHPO4

4 mM B-merkaptoethanol 2 MM KH2PO4

5.9.1. Sonikace bunék

Sonikace bun€k je metoda, kterd pomoci ultrazvuku rozrusuje bunécné stény.
K rozmrzl¢é suspenzi bun¢k byl ptidan lysozym o finalni koncentraci 100 pg/ml. Lysozym je
enzym Stépici peptidoglykany bakterialni bunééné stény. Tato smés byla za stalého michani
inkubovana 20 min pfi teploté¢ 4 °C. Nasledné byly buiiky sonikovany (Sonicator 3000
Misonix, Cole-Parmer, USA) pfi nastaveni programu 6 (viz Tab. 7). Buiky byly udrzovany
pii konstantni teploté 0 °C. Po sonikaci byly bunky centrifugovany (rotor 3746) 45 min, pfi
13500 rpm a teploté 4 °C. Vysledny supernatant, ktery obsahuje proteinové frakce, byl pouzit

pro afinitni chromatografii nebo skladovan pii -80 °C.

Tab. 7: Podminky nastaveni programu 6 pri sonikaci kvasnicnych Bmh proteinii a lidské

isoformy 14-3-3(

Nastaveni programu 6

pulsy 10s
pauza 20s
vykon STW
pulsni doba 20 min
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5.9.2. Chelataéni afinitni chromatografie

Chelata¢ni afinitni chromatografe (angl. IMAC, Immobilized Metal Affinity
Chromatography) je metoda zalozena na interakci ionti pfechodnych kovu s ligandy. U
chromatografickych metod jsou slozky smési postupné rozdélovany mezi dvé faze — mobilni a
stacionarni. Jako stacionarni faze byla pouzita chelatujici sepharosa (iminodiacetat-sepharosa,
Amersham  Biosciences, Svédsko) snavazanymi Ni?* jonty. K Ni?* chelatovanymi
iminodiacetatem se vazi exprimované fuzni rekombinantni proteiny obsahujici na svém N-
konci histidinovou kotvu (Sest aminokyselin histidinéi za sebou). Mezi kovem (Ni?*, akceptor
elektronll) a proteinem (resp. aminokyselinovymi zbytky s vysokou elektronovou hustotou,
His) vznika koordinac¢ni vazba.

Kolona byla ptipojena na peristaltickou pumpu a byla promyvana rychlosti pratoku 3
ml/min. Pfi promyvani se na sepharosu navazaly Ni% ionty. Nasledné byla na kolonu
nanesena smés ziskana sonikaci a centrifugaci bun¢k. Na kolonu se navazaly proteiny, které
obsahujovaly histidinovou kotvu. Nespecificky vazané proteiny byly z kolony odstranény
pomoci roztoku obsahujiciho imidazol o koncentraci 0,06 M. Protein obsahujici his-tag byl

eluovan roztokem obsahujici imidazol o koncentraci 0,6 M.

Postup:

20 ml H,O

60 ml NiSO,4— aktivace kolony, navazani Ni%" iontti na kolonu

15 ml H,O

15 ml pufru E

naneseni supernatantu ziskaného sonikaci a centrifugaci bun¢k

60 ml pufru E - promyti

60 ml 60 mM imidazolu v PBS — odstranéni nespecificky vazanych proteint

20 ml pufru F —eluce

Vzorky byly jiméany do pfipravenych 1,5 ml mikrozkumavek temperovanych na ledu.
Kolona a vSechny roztoky byly pfed pouzivanim vychlazeny na teplotu 4 °C. Pro zamezeni
degradace proteint byla kolona obsahujici chelatujici sepharosu bé&hem afinitni

chromatografie ochlazovana z vnéjsi strany vlhkou bunic¢inou.
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Tab. 8.: Slozeni aktivujiciho roztoku, pufru E, F a regeneracniho Stripp roztoku.

Pufr E 1x PBS Pufr F (pH8) 1xPBS

0,5 M NaCl 0,5 M NaCl

1 mM imidazol 0,6 M imidazol

2 mM B-merkaptoethanol 2 mM B-merkaptoethanol
Stripp 0,5M NaCl Aktivujici 0,1 M NiSO4
roztok 0,1 M EDTA roztok

K regeneraci kolony bylo pouzito 30 ml regenera¢niho Stripp roztoku viz Tab. 8. Poté
byla kolona promyta 20 ml H,O a pro uskladnéni (4 °C) byla kolona ¢aste¢né promyta 20 ml
20 % roztoku ethanolu v H,0.

5.9.3. Vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE (z angl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacril Amide Gel Electrophoresis) je
oznaceni pro polyakrylamidovou elektroforézu, ktera se provadi v denaturujicim prostiedi
0,1 % dodecylsulfatu sodného. Jedna se o elektromigracni metodu vyuzivajici pohybu
nabitych castic v elektrickém poli. Tato metoda byla provadéna pro ovéteni Cistoty
proteinovych frakei po purifikacnich krocich afinitni chelata¢ni chromatografie (kap. 5.9.2.),
aniontové vyménné chromatografie (kap. 5.9.6.), gelové permeacni chromatografie (kap.
5.9.8.) a po trombinovém $tépeni (kap. 5.9.5.).

Proteiny maji v SDS prostfedi gelu uniformni zdporny ndboj, proto je jejich separace
zaloZena pouze na velikosti molekul. VéEtsi molekuly se pohybuji pomaleji nez molekuly
mensi smérem od katody kanodé. Vzorkovy pufr (slozeni viz Tab. 9) obsahuje B-
merkaptoethanol, ktery napomaha rozruseni kvartérni a terciarni struktury. Pfed nanesenim
vzorki Hamiltonovou pipetou do jamek zavadéciho gelu byly vzorky kratce povateny (1 min,

100 °C).
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Tab 9.: Slozeni vzorkového pufru pro pripravu vzorkit na SDS-PAGE.

Pufr pro pripravu vzorki, 5x

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,6 ml
50 % glycerol 5ml
10 % SDS 2 ml
fB-merkaptoethanol 0,5ml
1 % bromfenolova modi 1ml
H,O 0,9ml

Polyakrylamidova gelova elektroforéza byla provadéna na pfistroji Consort EV 243
(Sigma-Aldrich, USA) o pouzitém napéti 200 V. K separaci kvasniénych Bmh proteind a
lidské 14-3-3C isoformy byly pouzivany 12 % SDS gely se schopnosti separace 15-60 tisic
(slozeni 12 % gelu a vodiciho pufru pro SDS-PAGE viz Tab. 10).

Tab. 10.: Slozeni 12 % separacniho a zavadeéciho gelu a prislusnych pufri, vodiciho pufru a
akrylamid/bisakrylamidu pouzitého pro SDS-PAGE kvasnicnych proteinii Bmhl a Bmh2 a
lidské isoformy 14-3-3¢

Separacni gel, 12 % Pufr pro separaéni gel, 4x
akrylamid/bisakrylamid 3mil 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 75 ml
pufr pro separacni gel s 10 % SDS 2 ml 10 % SDS 4 mi
H,O 2,6 ml H,O 21 ml
10 % persulfat amonny 70 ul

TEMED 8 ul

Zavadéci gel Pufr pro zavadéci gel, 4x
akrylamid/bisakrylamid 0,5mi 1 M Tris-HCI (pH 6,8) 50 ml
pufr pro zavadéci gel s 10 % SDS 1ml 10 % SDS 4 ml
H,O 2,25 ml H,O 46 ml
10 % persulfat amonny 70 ul

TEMED 8 ul

Vodici pufr pro SDS, 10x Akrylamid/bisakrylamid

Tris 309 akrylamid 2924
glycin 144 g bisakrylamid 08¢
SDS 109 H,O dolit do 100 ml
H,0 doplnitdo 1 |
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Pro vizualizaci proteint byly gely vlozeny do barvici lazné (viz Tab. 11) na dobu 60

min. Slozeni odbarvovacih roztoku viz Tab. 11.

Tab. 11.: Slozeni barviciho a odbarvovaciho roztoku pouzitého pri separaci Bmhl, Bmh2 a

14-3-3{ isoforem na SDS-PAGE.

Barvici roztok Odbarvovaci roztok

Comasie Blue R-250 1lg methanol 100 ml
methanol 450 ml kyselina octova 100 ml
H,0 450 ml H,O 800 ml
kyselina octova 100 ml

5.9.4. Dialyza

Dialyza je proces vyuzivany pro oddéleni molekul s riznou velikosti. Vzorek je
nanesen do polopropustné membrany odkud ptechazi latky z mist o vyssi koncentraci do
prostfedi s niz§i koncentraci téchto latek. K dialyze byla pouzivana dialyza¢ni membrana
s ,.cut off“ 14 000. Membrana se vzorkem byla vlozena do 1 1 dialyza¢niho pufru (20 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM EDTA, 2 mM B-merkaptoethanol, 10 % glycerol) temperovaného
na teplotu 4 °C. Dialyza probihala po dobu 15 hodin za konstantniho michani pfi teploté 4 °C.

5.9.5. Thrombinové Stépeni

Pro odstranéni histidinové kotvy z N-terminalniho konce fznich proteini 14-3-3 bylo
provedeno $tépéni lidskym thrombinem (Sigma-Aldrich, USA). Na 1 mg proteinu byly
pouzily 2 U thrombinu, ktery byl pfidan ke vzorku do dialyza¢ni membrany. Dialyza
probihala po dobu 24 hodin za konstantniho michani pfi teploté 4 °C. Slozeni dialyza¢niho
pufru pouzitého pro odstépeni histidinové kotvy pomoci thrombinu bylo 20 mM Tris-HCI (pH
7,5), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % glycerol.

5.9.6. Aniontové vyménna chromatografie
Pii aniontové chromatografii byla vyuzivana kolona o objemu 1 ml s naplni MonoQ
Sepharosou (Amersham Biosciences, Svédsko) piipojena na piistroj HPLC AKTAprime™

(Amersham Biosciences). Data byla zaznamenana pomoci programu Unicorn 5.01.
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Vzorky byly nanaseny na kolonu ekvilibrovanou v pufru HQ-E (pH 8) pfi rychlosti
pritoku 1 ml/min. Pfi pH 8 nesou proteiny 14-3-3 Vv pufru zaporny naboj a mohou se vazat na
kvartérni amonium MonoQ Sepharosy. Eluce probihala linearnim gradientem NaCl od 0 do 1
M NaCl (0-100 %). Frakce byly jimany po 1,5 ml. Pufry (sloZeni viz Tab. 12) HQ-E a HQ-F
byly temperovany na teplotu 4 °C.

Tab. 12.: Slozeni vodictho a elucniho pufru pouzZivanych pri aniontové vyménné

chromatografii.

Pufr HQ-E (vodici) Pufr HQ-F (elu¢ni)

1 M Tris-HCI (pH 8) 50 ml 1 M Tris-HCI (pH 8) 50 ml

DTT 0,154 ¢ DTT 0,154 ¢
NaCl 58449

dolit do 1 1 destilovanou H,0 dolit do 1 1 destilovanou H,0

5.9.7. Zakoncentrovani proteinu

Vsechny pozadované frakce ziskané eluci pfi aniontové vyménné chromatografii byly
prelity do koncentratoru Centricon YM-10 (Milipore, USA). Nasledn¢ byly odstied’ovany na
centrifuze Centrifuge 5804R s rotorem A-4-44 po dobu 15 minut pti 2500 rpm a teploté 4 °C

do objemu 0,5 ml.

5.9.8. Gelova permeacni chromatografie

Technika gelové permeacni chromatografie umoziiuje déleni molekul podle jejich
velikosti. Z kolony jsou nejprve vymyvany rychlosti mobilni faze velké molekuly, které
nemohou pronikat do pora gelu. Malé molekuly, oproti velkym, pronikaji do poért gelu a jsou
zde zadrzovany, dokud se difizi nedostanou opét ven z gelové castice, kde je odnasi mobilni
faze k dal$im gelovym c¢ésticim.

Gelova permeadni chromatografie byla provedena na piistroji HPLC AKTAprime™
(Amershan Biosciences, Svédsko) s naplni kolony Superdex 75 (Amershan Biosciences,
Svédsko). Kolona byla proplachovana pufrem (20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,5 M NaCl, 1 mM
EDTA, 10 % glycerol, 2 mM DTT) rychlosti prutoku 0,5 ml/min. Poté byl nanesen vzorek o
objemu 0,5 ml a jimany frakce (po 0,5 ml). Tlak v kolon¢ byl 0,43 MPa. Data byla

zaznamenana pomoci programu Unicorn 5.01. Koncentrace proteinii byly stanoveny
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spektrofotometricky pomoci méfeni absorbance pii vinové délce 280 nm na ptistroji Agilent.
Extinkéni keficienty pifi vinové délce A = 280 nm byly stanoveny pomoci programu

ProtParam tool na serveru www.expasy.org (viz Tab. 13).

Tab. 13.: Hodnoty extinkcnich koeficientit a relativnich molekulovych hmotnosti pouZitych pri
vypoctu koncentraci proteinit stanovenych pomoci programu ProtParam tool serveru

WWW.expasy.org.

Extinké&ni koeficient pii Azgo M [dm3g cm™] relativni molekulova hmotnost [Da]
Bmhl WT 0,955 29005
Bmhl AC 1.074 26850
Bmh2 WT 0,930 31061,3
Bmh2 AC 1,073 26912,1
14-3-3¢ 0,982 27515
14-3-3L AC 1,036 27415

5.10. Kovalentni modifikace proteini 14-3-3 fluorescen¢ni sondou 1,5-1AEDANS

Kovalentni modifikace Bmh proteini obsahujicich cysteinovy zbytek na pozici 194
(isoforma Bmhl obsahuje piirozené dva cysteinové zbytky na pozicich 85 a 194, proto byl
cystein C85 zménén na S) s thiol-reaktivni sondou 1,5-IAEDANS byla provedena nasledovné.

Proteiny o koncentracich 50 uM v pufru 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl a 10
% (w/v) glycerolem byly smichany v molarnim poméru 1:40 s fluorescen¢ni sondou 1,5-
IAEDANS. Inkubace probihala 2 h pfi 30 °C a poté po dobu 15 h pii 4 °C ve tmé¢.
Nenavazana sonda byla odstranéna pomoci gelové permeaéni chromatografiec. Mnozstvi
navazané sondy bylo ovéfeno porovnanim absorbanénich hodnot pii 280 nm (absorbance
proteinu) s 336 nm (absorbance s navazanou 1,5-TAEDANS fluorescenéni sondou) s pouZzitim

extinkéniho koeficientu 5700 M tcm™.

5.11. Stacionarni méreni anizotropie fluorescence

Anizotropie fluorescence r charakterizuje depolarizaci fluorescence. Hodnota
anizotropie fluorescence je zavisla na velikosti a tvaru molekuly a viskozité prostiedi. Cim
veétsi je molekula, tim pomaleji rotuje v roztoku a tim vysSi je naméfend anizotropie
fluorescence. Vzorek je excitovan linedrn€é polarizovanym svétlem. Nésledné je meéfena

intenzita emise v rovnobézném a kolmém sméru (pomoci polarizatoru) k vektoru intenzity
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elektrického pole pouzitého zareni. Z téchto hodnot je vypoctena hodnota anizotropie r

(rovnice 1):

r=>y—1)/(Iy+21) rovnice 1

kde r je (bezrozmérnd) hodnota anizotropie fluorescence, I je intenzita v rovnobézném
sméru, I, je intenzita v kolmém sméru.

Protoze se molekuly v roztoku neustdle pohybuji, excitovany linearn¢ polarizovanym
svétlem budou pouze molekuly, které jsou k nému vhodné& natoéeny. Cas, ktery uplyne mezi
excitaci molekuly a emisi fotonu se nazyvéa doba dohasinani 1. Za tuto dobu se molekuly otoci
do riznych sméru (Lakowicz, J. R, 1999).

Staciondrni anizotropie fluorescence byla méfena na pfistroji PerkinElmer Life
Sciences LS50B pii teplot¢ 22 °C, pii nastaveni lampy 12A s 0,4 uM fosfopeptidem Flc-
pRaf-259 (EZBiolab, USA) zna¢enym na N-konci fluoresceinem. Nejprve byla proméiena
excitaéni a emisni spektra peptidu pRaf-259, ktery byl nafedén na finalni koncentraci 300 nM.
Poté byla naméiena anizotropie peptidu rmi,. Anizotropie peptidu pRaf-259 je mala, protoze
se jedna o malou molekulu, ktera rotuje v roztoku velmi rychle. Nasledn¢ byl do kiemenné
kyvety titrovan roztok proteinu, promichan pipetou a inkubovan 2 min pfti 20 °C. Poté byla
meéiena anizotropie fluorescence roztoku rops. Tento komplex rotuje v roztoku vyrazné
pomaleji, a proto je jeho hodnota anizotropie vyssi. Excitaéni vinova délka byla 485 nm,
emisni vlnova délka byla 520 nm. Anizotropie byla vypoétena podle rovnice 1. Frakce

navazaného peptidu Fg byla vypoctena podle rovnice 2.

Fg = (Fobs — Imin)/[(Fmax — Tobs)Q + (Fobs = Imin)] rovnice 2

kde Q znaci kvantovy vytézek, rmax 0znacuje hodnotu maximalni anizotropie. rops 0znacuje
pozorovanou anizotropii a ryin je minimalni pozorovana anizotropie volného peptidu. Frakce
navazaného peptidu Fg byla vynesena proti koncentraci Bmh proteinii a fitovana pomoci

rovnice 3.

- _ Ko +[P1]+[P2]- (K, +[P1]+[P2))? - 4[P1]P2] rovnice 3
° 2[P1]
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kde Kp znaci rovnovaznou disocia¢ni konstantu, [P1] je koncentrace znaceného peptidu Flc-
pRaf-259 a [P2] je koncentrace Bmh proteinti (Lacourciere, K. A. et al., 2000). Grafy byly

vytvofeny pomoci programu Origin 6.0 (Microcal Software Inc.).
5.12. Casové rozliSené méieni fluorescence

Casové rozlisené méteni dohasinani intenzity a anizotropie fluorescence bylo méteno
na fluorimetru s detektorem zalozenym na scitani jednotlivych fotond (single photon
counting). Dohasinani intenzity fluorescence bylo méfeno pod magickym uhlem, kde hodnota
dohasinani intenzity I(t) fluorescence je nezavisla na rota¢ni difuzi chromoforu a udava
objektivni informaci o stfednich dobach Zzivota. VSechny experimenty byly provedeny pfi
teploté 22 °C (vzorky byly umistény do termostatického drzaku) v pufru obsahujicim 20 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 150 NaCl a 1 mM EDTA. Koncentrace proteind byla 15 uM. Dansylova
fluorescence byla excitovana pfi vinové délce 315 nm. Fluorescen¢ni spektra byla sniména pfi
emisni vinové délce 480 nm s pouzitim monochromatoru. Tryptofanovd emise byla
excitovana pii vlnové délce 298 nm a data byla sbirana pro emisni vinovou délku 355 nm.

Bylo pfedpokladano multiexponencialni dohasinani fluorescence podle rovnice 4.

1(t)=> ae™'" rovnice 4

kde 7; znaci dobu zivota, a; zna¢i ptislusné amplitudy. Métené intenzity I(t) byly analyzovany
pomoci metody maximalni entropie (SVD-MEM, Bryan, R. K., 1990). Stfedni doba Zivota

Tmean Dyla vypocitana podle rovnice 5.

Toean = 2, i T, rovnice 5
i

kde f; je frakeni intenzita i-té slozky podle nasledujici rovnice 6.

fi=ai7 1D a7, rovnice 6
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Dohasinani anizotropie r(t) bylo méfeno pomoci dohasinani rovnobézné Iy a I, a kolmé
komponenty. Data byla vyhodnocovana pomoci metody maximdalni entropie SVD-MEM.

Anizotropie byla vypocitana podle rovnice 7.

r(t)=> Be"'* rovnice 7

kde i znaci amplitudy reprezentujici distribuci rotacné korela¢nich Cast 6;. f; je vztaZen

Kk pocate¢ni anizotropii ry vztahem podle rovnice 8.

Y B =r, rovnice 8

5.13. Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS, nékdy oznaCovana jako kvazielasticky
rozptyl svétla QELS, nebo fotokorelacni spektroskopie PCS) udavéa informace o velikosti,
resp. hydrodynamickém objemu molekul. Principem metody dynamického rozptylu svétla je
méteni fluktuaci intenzity svétla rozptyleného molekulami vzorku v pritbéhu Casu. Protoze se
molekuly v roztoku pohybuji Brownovym pohybem, dochazi ke zménam intenzity
rozptyleného svétla. Pokud by byly molekuly v roztoku stacionarni, intenzita rozptyleného
svétla by byla konstantni. Zmény intenzity rozptyleného svétla jsou ovliviiovany teplotou,
viskozitou rozpoustédla a velikosti molekul. V ptipadé€ teploty se zrychli pohyb molekul se
zvySujici se teplotou. S vyssi viskozitou rozpoustédla a molekulovou velikosti se zpomaluje
pohyb molekul. Pokud jsou teplotni podminky a viskozita svétla konstantni, zavisi zmény
intenzity rozptyleného svétla pouze na velikosti ¢astic. Z fluktuaci intenzity se vyvozuje
korelacni funkce, ktera udava vztah mezi primérem intenzity v ¢ase t, I(t) a v ase t+t, I(t+1).
V piipad¢ kulovité Castice je hodnota fluktuace intenzity rozptyleného svétla v Case t pro

monodisperzni systém definovana rovnici 9:
g(1) = exp(-v/t) rovnice 9

kde g(z) znaci autokorelaéni funkei, 7 znaci Cas a t_znali relaxacni cas, ktery je

umérny diftznimu koeficientu ¢astic D (viz rovnice 10). Hodnotu t_ ziskime vynesenim In

g(t) proti t.
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1= 1/2DQ? rovnice 10

kde D znaci difuzni koeficient, Q znaci rozptylovy vektor, jehoz hodnota je udavana
jako funkce vinové délky dopadajiciho zateni, indexu lomu dispersniho média a uhlu 6, pod

kterym je intenzita rozptyleného svétla métena, viz rovnice 11:
Q = (4nn/A\)sin(6/2) rovnice 11
Stokes-Einsteinova rovnice pro difuzni koeficient uvadi rovnice 12:
D =kT/6mna rovnice 12

kde D je difuzni koeficient, k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni teplota, # je viskozita

prostiedi a a primer ¢astice.

Z rovnice 10 a 12 se odvozuje hydrodynamicky polomér ¢astic Ry podle rovnice 13:

2
Ru = (kT/6mn)Q 1, rovnice 13
kde Ry je hydrodynamicky polomér ¢astice.

Méteni dynamického rozptylu svétla bylo provedeno na pfistroji ALV, Langen,
Némecko, ktery je slozen z 22 mW He-Ne laseru pracujici pfi vinové délce A = 632,8 nm,
ALV CGS/8F goniometru, ALV High QE APD detektoru a ALV 5000/EPP autokorelatoru.
Mg¢fteni byla provedena pii teploté¢ 25 °C a thlu 6 = 90°. VSechny vzorky byly méfeny ve
¢tyfech riznych koncentracich (4, 2, 1 a 0,5 mg/ml) v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI
(pH 7.,5), 150 mM NaCl, 2 mM B-merkaptoethanol. DLS data byla vyhodnocena podle

autokorela¢ni funkce rovnice 14:

0 () (N (t+7))

=7 7 rovnice 14

(1)

kde t znadi relaxacni ¢as rovnice:
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9@ (r) =1+ ﬂb‘w A(r,)exp (— i]d rr} rovnice 15
0 T

r

kde B znaci faktor koherence, A(t;) oznacuje distribu¢ni funkci relaxa¢nich ¢asu tr. Fit byl
proveden pomoci inverzni Laplaceovy transformace (ILT) podle CONTIN algoritmu.

Hydrodynamicky polomér ¢asti byl poc¢itan nenasledujici rovnice 16:

2
Ry = Msinz(gJ<r,> rovnice 16
3n, A

kde ng znaci refraktivni index, 7o je viskozita rozpoustédla, kg je Boltzmannova konstanta a T

oznacuje teplotu.

5.14 Elu¢ni profily proteini 14-3-3 (WT a forem sodstranénym C-koncovym

segmentem) ziskané metodou gelové permeacni chromatografie

Pokusy gelové permeaéni chromatografie slouzily k ovéfeni velikosti molekul
kvasni¢nych isoforem proteinti 14-3-3 s C-koncovym segmentem a bez ng v porovnani
s lidskou 14-3-3( isoformou (téz sa bez C-koncového segmentu). Tyto pokusy byly
provedeny na pftistoji HPLC AKTAprimeT'\’I (Amersham Biosciences, Svédsko) s naplni
kolony Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences, Svédsko) v pufru obsahujicim 20
mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 1 mM EDTA a 5 mM DTT. Vsechny experimenty
probihaly pfi teploté 4 °C a rychlosti prutoku 0,5 ml/min.

5.15. Analyticka ultracentrifugace

Metoda analytické ultracentrifugace slouzi k charakterizaci sedimentujicich Castic
podle jejich molekulové hmotnosti a sedimenta¢niho koeficientu. Z téchto dat lze ziskat
odhad velikosti a tvaru ¢astic. Méfeni sedimenta¢ni rychlosti a sedimentacni rovnovéhy bylo
provedeno na pfistroji ProteomLab XL-1 Beckman Coulter s rotorem AnTi50 se vzorky Bmh1
WT, Bmhl AC, Bmh2 WT, Bmh2 AC, 14-3-3( WT a 14-3-3{ AC dialyzovanymi do pufru 20
mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl a 2 mM B-merkaptoethanol. Hustota pufru, viskozita a

parcidlni objemy vSech vzorkli proteini byly stanoveny programem SEDNTERP
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(http://www.jphilo.mailway.com/download.htm). Namétena data byla analyzovana pomoci
programt SEDFIT (Schuck, P.,2000) a SEDPHAT (Schuck, P.,2003).

Mg¢teni sedimentacni rovnovahy je citlivé k hmotnosti makromolekul. Tato metoda je
pouzitelna pro Sirokou oblast molekulovych hmotnosti. Vyuziva se zde nizsich otacek nez pro
sedimentacné rychlostni experimenty. Pfi sedimentaci rozpusténych latek se zvySuje jejich
koncentrace u dna kyvety. Proti sedimentaci za¢ina pusobit difuze a po ¢ase se dostanou tyto
procesy do vzajemné rovnovahy a koncentrace rozpusténych latek se exponencidln€ zvysuje
smérem ke dnu kyvety.

Sedimentacné rychlostni experimenty jsou pouzivany pro zjis§téni hmotnosti a tvaru
makromolekul. Vyuzivad se zde dostatecné velké odstfedivé sily za vysokych otacek ke
stejnomérné sedimentaci vSech makromolekul ke dnu kyvety. Tim vznika pohybujici se
rozhranni mezi sedimentujicimi makromolekulami a roztokem bez pfitomnosti
makromolekul. Toto rozhrani se pohybuje konstantni rychlosti smérem ke dnu kyvety.
Zarovén vsak dochazi k rozmyvani rozhrani vlivem difize, ktera méni jeho tvar. Z rychlosti
pohybu a tvaru rozhrani potom Ize ur¢it hodnotu sedimenta¢niho koeficientu s, ktery je ptimo
zavisly na hmotnosti ¢astice a nepfimo zavisly na hodnoté tzv. frikéniho koeficientu (viz
rovnice 17) a hodnotu difusniho koeficientu D (viz rovnice 18), ktery je zavisly na tvaru
Castice. Pomér sedimenta¢niho a difuzniho koeficientu udava molekulovou hmotnost (viz

rovnice 19).
s = w/o’r = M(1-v)/Naf rovnice 17

kde s zna¢i hodnotu sedimenta¢niho koeficientu, u je pozorovana radialni rychlost
pohybu makromolekuly neboli sedimentagni rozhrani, w? je Ghlovéa rychlost rotoru, r je
vzdalenost od osy otadCeni, M znaci molekulovou hmotnost, v je parcialni specificky objem

molekuly, Na zna¢i Avogadrovu konstantu a f oznacuje frikéni koeficient.
D = RT/Naf rovnice 18
kde D znaci difuzni koeficient, R je univerzalni plynova konstanta, T je absolutni

teplota, Na je Avogadrova konstanta a f znaci frikéni koeficient.
M = sRT/D(1-v) rovnice 19
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kde M znaci molekulovou hmotnost, s oznacuje hodnotu sedimenta¢niho koeficientu,
R je univerzalni plynova konstanta, T je absolutni teplota, D znac¢i difuzni koeficient a v je
parcidlni specificky objem molekuly. Hodnota sedimentacniho koeficientu se udéava

v jednotkéach Svedberg (S), kdy 1 S=10"s.

Vzorky proteint Bmhl, Bmh2 a 14-3-3C (vzdy verze WT a AC) pro sedimentacné
rychlostni experimenty byly méfeny pii koncentraci proteini 17 uM, teploté 4 °C a rychlosti
rotoru 40000 rpm s vyuzitim absorpéniho detekéniho systému. Méfeni sedimentacnich
rovnovah bylo provedeno se vzorky proteinii o koncentraci 10 uM a teploté 4 °C s rychlosti

rotoru 10500-16500 rpm s vyuzitim absorpéniho detek¢éniho systému.

5.16. Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) je technika, kterou mulzeme ziskat informaci 0
sekundarni struktufe biomakromolekul, jako je stanoveni pomérného zastoupeni a Sroubovice
a B skladanych listd. Principem metody je fakt, Ze vSechny aminokyseliny, s vyjimkou
glycinu, jsou chirdlni molekuly. Proto jsou jejich kondenzacni produkty - peptidy a bilkoviny
opticky aktivni. Opticky aktivni jsou latky, které sta¢i rovinu polarizovaného svétla. Linearné
polarizované svétlo 1ze rozlozit na dvé sloZky — levotoc¢ivou a pravotocivou slozku kruhové
(cirkularn€) polarizovaného svétla. CD pak méii rozdil v absorpci levotociveé a pravotoive
kruhové polarizovaného svétla. Levotociva a pravotociva slozka kruhové polarizovaného
svétla ma jiny index lomu (n_ # ng) a dojde ke stoceni roviny polarizovaného svétla. Dale je
levotoCiva a pravotoc¢iva slozka kruhové polarizovaného svétla jinak absorbovana roztokem
chiralni latky (e. #er). Dochazi ke zméné z linearné polarizovaného svétla na elipticky
polarizované. CD spektrem je pak zavislost Ag (rozdil extinkénich koeficienti pro
levotocivou a pravoto¢ivou slozku kruhové polarizovaného svétla) koeficientd na vinové
délce L. Castéji je méfena molarni elipticita udavana ve stupnich. Jeji vztah k Ae je dan

rovnici 20 (Kodicek, M., Karpenko, V., Academia, 2000).

[6] = 3300 Ae rovnice 20

Mgéfeni cirkularniho dichroismu bylo provedeno na spektropolarimetru JASCO J810
(Japonsko). UV CD spektra byla méfena od 200 do 270 nm pfi rychlosti skenu 100 nm/min
v kfemenné jednomilimetrové optické kyveté (Starna, USA) pii teploté 23 °C. Finalni spektra
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byla vyhodnocena jako primérmé hodnoty z 10 skenti. Koncentrace proteint se pohybovaly
v rozmezi 0,18-0,21 mg/ml v pufru slozeni 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2mM
B-merkaptoethanol, 10 % (w/v) glycerol. Vysledna data ptedstavuji stiedni zbytkovou

elipticitu (MRE; z angl. Mean Residue Ellipticites) charakterizovanou rovnici 21.

6,,.x100x M,
cxlxNg

MRE = rovnice 21

kde 6ops znai pozorovanou elipticitu, My zna¢i molekulovou hmotnost proteinu, C je

koncentrace proteinu v mg/ml, | je délka kyvety v cm a Ng je po¢et aminokyselin v proteinu.
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6. Metody
ODDIL B

6.1. Pouzivané vektory

K produkci kvasni¢ného enzymu neutralni trehalasy 1 (Nth1) a 2 (Nth2) pro pokusy in

vitro byl pouzit expresni vektor pET32-b (Novagen) s deleci 81 bazi po sekvenci kodujici

His-tag (6xH)SSGLVPRGS

NTH2 (aminokyselinova se

(5819 bazi), do kterého byla zaklonovana cDNA NTHI1 nebo

kvence 1-751) mezi mista pro restrikéni endonukleasy Ncol a

BamHI. Klénovani NTH1 bylo provedeno RNDr. Veronikou Obsilovou, Ph.D.

PET-32a(+) seq

T7 promoter 764-780
T7 transcription start 763
Trx+Tag coding sequence  366-692
His*Tag coding sequence  327-344
SeTag coding sequence 249-293
Multiple cloning sites

(Neol - Xhol) 158-217
His*Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 26-72
lacl coding sequence 1171-2250
pBR322 origin 3684

4445-5302
5434-5889

bla coding sequence
f1 origin

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)
are the same as pET-32a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-32b(+) is a
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond BamH 1 at 198, pET-32¢(+) is a
5901bp plasmid; add 1bp to each site
beyond BamH I at 198 except for EcoR V,
which cuts at 209,

Ava |(158)
Xho 1(158)
Eag I(166)
Not I(166)
Hind Ili(173)
Sal l(179)

Sac 1(190)
(Bpu1102 I(80) / gco'}dl 192)
| amH |(198)
EcoR V/(206)
[ // Nco 1(212)
‘ Egl 11(241)
pn 1(238)
Dra 11(5658) Z
\ Nsp V(268)
1 1, ,//Msc (351)
e \5A34 -5889) Rsr 11(589)
o‘\g\ ”2’4 (3, Xba 1(729)
6.,
Sca l(4995) 6:99 SgrA I(840)
'D >
Pvu l(4885) »9 _Sph I(996)
h’ _ EcoN I(1056)
Pst I(4750)
\ ApaB 1(1205)
Bsa 114576) \:
Eam1105 "“57‘{ \ n
pET-32a(+) %’_, ‘ LMlu 1(1521)
(5900bp) = || [\Bcl (1535)
fary
;’ | | BStE ll(1702)
\ Bmg 1(1730)
7
AlwN 1(4038) ~ Apa I(1732)
% BssH I1(1832)
)
6 Hpa 1(2027)

I

BspLU11 I(3822)
Sap 1(3506) =
Bst1107 1(3393) =
Tth111 1(3367)

—

) /<PshA 1(2366)

\
\Psp5 112628)

BspG I(3148)
M» lac operator Xbal
AATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATT C CTAGAAATA
Trx-Tag Mscl
ATACATATGAG 3150p T ATATGCAC
MetSer  105aa...LeuklcGlySerG tH r
—> 4 -
NspV. $-Tag ‘é’;‘e' '69‘?,,, thrombin

PET-32a(+)
EcoRV BamH
SATAT

SeTay

“3 enterokinase
Aval
Xho |

| EcoR| Sacl

Eag|
Sall  Hind Il Not|
A C

PET-32b(+

TGCTAA PET-32¢(+)|

T7 terminator
TTGGGGCCT

CTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

JProProl euSerAsnA
T7 terminator primer #69337-3 X
pET-32a-c(+) cloning/expression region

Obr. 14.: Mapa vektoru pET-32b. Mezi mista pro restrikcni endonukledzy Ncol a BamHI byla
zaklonovana cDNA pro Nthl.
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6.2. Klonovani kvasni¢né neutralni trehalasy do pET-32b

6.2.1. Priprava vektoru pET32-b
(s deleci 81 bp po sekvenci (6xH) SSGLVPRGS od Dr. Ronninga)

6.2.1.1. Kultivace bunék v tekutém LB médiu

Kultivace bunék vtekutém LB médiu byla vyuzivina pro namnoZeni
transformovanych bunék, izolaci plasmidové DNA, pfi piipravé exprese proteinu prenesenim
bakteridlni kultury do objemu 1 1 a pfi pfipravé glycerolovych roztok slouzicich
k dlouhodobému uskladnéni transformovanych bakterii v -80 °C.

Buniky byly kultivovany v 5 ml tekutého LB média pii teploté 37 °C v tfepacce po
dobu 15 hodin za konstantniho tfepani 200 rpm. Do LB média bylo ptfiddno antibiotikum
ampicilin o finalni koncentraci 100 pg/ml, protoze vektor pET-32b nese gen s rezistenci vici

tomuto antibiotiku.

6.2.1.2. 1zolace plasmidové DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komeréni sady JetQuick Plasmid Miniprep Spin

Kit (Genomed, SRN). Postup izolace je popsany v kap. 5.6.

6.2.1.3. Stépeni vektoru

Na mistech pro restrikéni endonuklasy Ncol a BamHI vektoru pET-32b bylo

provedeno $tépeni viz Tab. 14:

Tab. 14.: Stépeni vektoru pET-32b restrikcnimi endonukleasami Ncol a BamHI.

mnozstvi finalni koncentrace

vektor pET 32-b 140 pl 3 pg plasmidu

10x NEB pufr 3 16 ul 10x mén¢ nez celkovy objem
10000 U/ml Ncol 4 ul 40U

20000 U/ml BamHI 4 ul 80U

100x BSA 10 mg/ml 1,6 ul 16 g
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Stépeni vektoru probihalo po dobu 15 hodin pfi teploté 37 °C.

6.2.1.4. TBE elektroforéza a izolace vektoru z gelu

166 ul dvojite stépeného linearizovaného vektoru (Double Digest, zkr. DD) spolu s 28
ul vzorkového pufru (6x Loading Dye Solution, Fermentas) bylo naneseno na horizontalni
1 % agarosovou elektroforézu prevrstvenou 1x TBE pufrem pro ovéfeni kvality, Cistoty a

velikosti vektorové DNA.

Pro vizualizaci byl po elektroforéze vlozen gel do roztoku ethidiumbromidu. Nasledné
byl izolovan dvojité St€peny vektor z gelu pomoci sady Gel extraction Spin kit (JetQuick
Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed, SRN)). Spravnost izolace pET32-b/DD (DD z angl.

double digest, dvojité st€peny vektor) byla ovétena TBE agarosovou elektroforézou.

6.2.2. Priprava inzertu neutralni trehalasy 2 (2340 bazi)

6.2.2.1. Amplifikace inzertu pomoci PCR

Polymerazova ftetézova reakce (PCR, zangl. Polymerase Chain Reaction) byla
objevena v roce 1983 K. B. Mullisem (Nobelova cena za chemii 1993). Jedna se o enzymové
fizenou reakci, ve které dochazi k mnohonasobnému namnozeni daného useku DNA, coz
usnadiiuje jeji dalsi analyzu. Pro provedeni PCR reakce je potieba templatova DNA, jejiz Cast
chceme zmnozit, oligonukleotidové primery (slozeni viz Tab. 15, primery viz Tab. 16), které
nasedaji na konce useku templatové DNA, ktery bude amplifikovan, reakéni pufr, ktery
zajiStuje optimalni podminky reakce, smés deoxynukleotidtrifosfat, ze kterych je
syntetizovano nové vznikajici vlakno, DNA polymerasa, syntetizujici komplementarni vldkno

k templatové DNA a voda.
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PCR reakéni smés obsahovala:

Tab. 15.: Slozeni reakcni smési v mikrozkumavce pro amplifikaci inzertu neutralni trehalasy.

mnozstvi  finalni koncentrace v 50 pul PCR smési

250 ng/pul templatovda DNA NTH?2 2 ul

10 mM primer NTH2 up 2,5 ul 500 uM

10 mM primer NTH2 down 2,5ul 500 uM

10x Pfu pufr HF 5ul

1,6 mM dNTP 3 ul 96 uM (kazdy dNTP)
ultracista H,O 34 ul

2,5 U/ul Pfu Ultra polymerasy HF 1 ul

Slozeni reakéniho pufru: 0,1 M KCI, 0,1 M (NH4),SOq4, 0,2 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,02 M
MgSQq, 1 % Triton-X-100, 1 g/l BSA

Tab. 16.: Oligonukleotidy pouzité pro zaklonovani NTH2 do pET32-b.

NTH2_up (primer s Ncol mistem pro pET32-b)

5" cgc ggt tct gcc atg gcg atg gta gat ttt tta cca aaa gta acg 3’
NTH2_down (primer a BamHI mistem pro pET32-b)

5" cga att cgc atc cga tca tag gta ata caa ttt ttt ctc aga ggg 3’

Program PCR reakce na termocycleru probihal nasledovné:

1. faze 95 °C 45s

2. faze 55°C 1 min

3. faze 72 °C 3 min

4. taze 72°C 12 min

5.faze 4°C neomezené dlouho

Cyklus fazi 1-3 byl 30x opakovan.

Dvouvlaknova DNA je fazi 1. pii 95 °C denaturovana po dobu 45 sna dvé
jednovlaknové templatové molekuly. Pii teploté 55 °C (faze 2) hybridizuji (annealing) na
obou stranach cilové DNA oligonukleotidové primery, které tidi syntézu novych vldken. Ve

3. fazi probiha prodluzovani fetézce (elongace) DNA ptipojovanim dNTP k volnému 3" konci
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nov¢ vznikajiciho vldkna pomoci termostabilni DNA polymerasy. Syntéza nového vlakna

tedyprobihd ve sméru 5'— 3.

6.2.2.2. Predisténi insertu NTH2

Insert NTH2 byl ptecistén pomoci PCR Purification Kitu (JetQuick Plasmid Miniprep
Spin Kit (Genomed, SRN)) a nasledn¢ byla provedena kontrola NTH2 na TBE agarosové

elektroforéze.
6.2.2.3. Stépeni insertu Ncol a BamHI

Pro zaklonovani inzertu NTH2 do vektoru pET-32b mezi mista pro restrik¢ni
endonukleasy je nutné témito endonukleasami $tépit 1 vznikly inzert NTH2. Reakéni smés

byla namichana podle Tab. 17.:

Tab. 17.: SloZzeni reakcni smési v mikrozkumavce pro Stépeni inzertu restrikénimi

endonukleasami Ncol a BamHlI.

mnozstvi finalni koncentrace v 50 pl PCR smési
inzert NTH2 43 ul 1,5 ug
10x NEB pufr 3 5ul 10x mén¢ nez celkovy objem
10000 U/ml Ncol 1 ul 10U
20000 U/ml BamHI 1l 20U
100x BSA 10 mg/ml 0,5 ul S5ug

Tato reakéni smés byla inkubovana 15 hodin pii 37 °C.

¥ wew

6.2.2.4. Precisténi insertu pomoci PCR Purification Kitu

Vysledny S§tépeny inzert byl pii¢istén PCR Purifikaénim Kitem (JetQuick Plasmid
Miniprep Spin Kit (Genomed, SRN)) a eluovan 35 ul TE pufru o teploté 70 °C.
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6.2.2.5. Ligace insertu

Ligace inzertu NTH2 (2340 kb) stépené¢ho pomoci Ncol a BamHI restrikénich

endonukleas do dvojité st€peného vektoru pET-32b probéhla nasledovné:
6 ul inzert DNA
2 ul pET-32b dvojité stépené¢ho (Ncol, BamHI)
1 ul 10x pufr
1 ul T4 DNA ligasy
Ligace probihala 2 hod pfi teploté mistnosti, poté 15 hodin pti 4 °C.
6.3. Transformace do kompetentnich bunék

Transformace vektoru pET32-b se zaligovanym inzertem NTH2 do kompetentnich
bunék E. coli ToplO srezistenci na antibiotikum ampicilin byla provedena metodou
teplotniho Soku viz kap. 5.5.
6.4. Kultivace na pevném LB agaru

Bunky byly pfeneseny na Petriho misky s pevnym LB médiem temperované na teplotu
37 °C s rezistenci na ampicilin a chloramfenikol. Roztok bakterii byl sterilné rozetfen po celé
plose misky a vloZen do inkubatoru nastaveného na 37 °C.
6.5. 1zolace plasmidové DNA

Izolaci DNA popisuje kap. 5.6.

6.6. Kontrola pomoci LA DNA polymerasového mixu

Zda doslo k ligaci tspésné a plasmid nese zadanou sekvenci DNA, je ovéfeno pomoci

LA DNA polymerasového mixu (TopBio) viz Tab. 18.
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Tab. 18.: SloZeni reakcni smési v mikrozkumavce pro kontrolu izolované plasmidové DNA

pomoci LA DNA polymerasového mixu.

mnozstvi  finalni koncentrace v 50 pul PCR smési

250 ng/ul templatova DNA NTH?2 1wl 250 ng

10 mM primer NTH2 up 1ul 200 uM

10 mM primer NTH2 down 1ul 200 uM

10x LA PCR pufr 5ul

1,6 mM dNTP 2,5ul 80 uM (kazdy dNTP)
PCR H,0O 38 ul

DMSO 1 ul 2%

50 U/ml LA DNA polymerasy 0,5 ul 25U

Program PCR reakce na termocycleru probihal nasledovné:

1. faze 94 °C 60s

2. faze 94 °C 15s

3. faze 61 °C 30s

4. taze 68 °C 4 min

5. faze 4°C neomezen¢ dlouho

Cyklus fazi 2-4 byl 30x opakovan.

Slozeni 10x LA PCR reakéniho pufru: 500 mM Tris-HCI, pH 9,3 (25 °C), 150 mM
(NH4)2S04, 1 % Tween 20, 22,5 mM MgCl,.
Vysledky PCR byly zkontrolovany prostfednictvim horizontdlni agarosové

elektroforézy. Pozitivni PCR na gelu odpovida velikosti inzertu NTH2 (2340 kb).

6.7. Sekvenace DNA

Ovéfeni Gspésného zaklonovani inzertu NTH2 do vektoru pET-32b bylo provedeno ve

spolupraci s Dr. J. Felsbergem z laboratoie Mikrobiologického tistavu AV CR.

6.8. Cilena bodova mutageneze neutralni trehalasy 1 ve vektoru pET-32b

Cilena mutageneze cDNA NTH1 WT ve vektoru pET32-b s deleci 81 bp po sekvenci
(6xH) SSGLVPRGS byla provedena nasledovné: bylo pripraveno Sest dvoubodovych
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mutantd, které obsahovaly vzdy dva serinové zbytky S20+21, S20+83, S21+60, S21+83,

S60+83 a ctyti jednobodové mutanty, které obsahovaly vzdy pouze jeden serinovy zbytek na

pozicich 20 nebo 21 nebo 60 nebo 83, znaceno S20, S21, S60 a S83. Nakonec byl ptipraven

mutant Nth1, ktery neobsahoval zadny serinovy zbytek na pozicich 20, 21, 60 a 83. Navrzené

oligonukleotidy (VBC-Genomics, Rakousko) jsou uvedeny v Tab. 19.

Tab. 19.: Navrzené oligonukleotidy pouzité pro cilenou bodovou mutagenezi Nthl.

NTH1 S20A_up

5 cgt caa aga aga tta gca tca cta agt gaa ttc
NTH1 S20A_down

5 gaa ttc act tag tga tgc taa tct tct ttg  acg
NTH1 S21A_up

5 caa aga aga tta tca gca cta agt gaa ttc 3
NTH1 S21A down

5 gaa ttc act tag tgc tga taa  tct tct ttg 3’
NTH1 S60A _up

5 gt acg agg act atg gcg gttt  ttc gat aat g
NTH1 S60A_down

5 C att atc gaa aac cgc cat agt cct cgt ac
NTH1 S83A _up

5 cag act aga cgt ggt gct gag gat gac acc 3’
NTH1 S83A_down

5 ggt  gtc atc ctc agc acc acg ftct agt «ctg 3’
NTH1 S20A_S21A_up

5 caa aga aga tta gca gca cta agt gaa ttc 3’
NTH1 S20A_S21A down

5 gaa ttc act tag tgc tgc taa  ftct tct ttg 3’
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6.9. Transformace a exprese neutralni trehalasy 1 a 2

Pro expresi enzymu neutralni trehalasy 1 byly pouzity expresni buniky Rosetta, které
jsou odvozené od kmenu BL21. Rosetta(DE3) buiky byly navrZzeny pro zvySeni exprese
eukaryotickych proteinti v prokaryotickém systému obsahujici upravené tRNA kodony. Nthl
byla exprimovana jako fuzni protein s thioredoxinovou a histidinovou kotvou na N-
terminalnim konci.

Transformace plasmidové DNA do bun¢k Rosetta(DE3) byla provedena metodou
teplotniho Soku viz kap. 5.5. Z Petriho misky byly sterilné pfeneseny bakterialni kolonie do 5
ml tekutého LB média temperovaného na 37 °C s pfidavkem ampicilinu o finalni koncentraci
100 pg/ml a chloramfenikolu o finalni koncentraci 34 pg/ml. Tato smés byla inkubovana 15
hodin pii teploté¢ 37 °C za konstantniho tiepani 200 rpm. Nasledné¢ byla smés bakterii
prenesena do 1 1 tekutého LB média temperovaného na teplotu 37 °C s piidavkem ampicilinu
o findlni koncentraci 100 pg/ml a chloramfenikolu o finalni koncentraci 34 pg/ml za
konstantniho tfepani 200 rpm do té doby, nez doséhla hodnota optické density 0,6 pii 600 nm
vzhledem k ¢istému LB médiu. Exprese byla indukovéana piidavkem 2,5 ml 0,2 mol.dm™
roztoku IPTG (findlni koncentrace 0,5 mM). Inkubace bakteridlni kultury probihala po dobu
18 hodin pii teplot¢ 25 °C za konstantniho tiepani 200 rpm. Napéstované bunky byly
centrifugovany 30 min pii 3400 rpm a teploté 4 °C. Opatrné byl odstranén supernatant a

peleta bun¢k byla resuspendovana ve 100 ml lyza¢niho pufru (viz. Tab. 20).

Tab. 20.: Slozeni lyzacniho pufiu pouzitého k resuspenadaci peletu bunék Rosetta(DE3).

Finalni koncentrace

1x PBS 10 ml
1 M NaCl 5844
2 mM imidazol 13,6 mg
4 mM B-merkaptoethanol 28 ul

Resuspendované bunky byly ulozeny do -80 °C, protoze zamrazeni napomaha

naruseni bakterialni bunécéné stény.
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6.10. Purifikace neutralni trehalasy 1

6.10.1. Sonikace

Popis metody viz kap. 5.9.1. Bunky byly po rozmrazeni inkubovany 20 minut s
lysosymem (fin. konc. 100 ul/ml) pii teploté 4 °C. Tésné pied sonikaci byl pfidain 1 ml 0,1 M
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluorid; inhibitor serinovych proteas) a jedna rozpusténa tableta
Inhibitor proteas v 1 ml pufru E (slozeni viz Tab. 21).

Tab. 21.: Slozeni pufru E pouzitého pri sonikaci Nthl.

Pufr E

1x PBS

0,5M NaCl

2 mM B-merkaptoethanol
1 mM imidazol

Nastaveni programu sonikatoru:
3sON
17 s OFF

celkem 15 minut

Po sonikaci nasledovala centrifugace: 13500 rpm, 45 minut, 4 °C a zamrazeni do
-80 °C.

6.10.2. Chelata¢ni afinitni chromatografie

Princip a postup metody viz kap. 5.9.2. Po pfidavku sonikatu na kolonku byl navazany
sonikat promyt 400 ml pufru E (slozeni pufru E viz Tab. 21).

6.10.3. Dialyza
Po eluci pozadovaného proteinu byla ovéfena jeho pfitomnost a Cistota pomoci SDS-

PAGE (viz kap. 5.9.3). Protein byl vlozen do dialyza¢ni membrany a ponechan dialyzovat

proti pufru viz kap. 5.9.4.
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6.10.4. Thrombinové Stépeni

Pro odstranéni histidinové a thioredoxinové kotvy z N-terminalniho konce fizni Nthl
bylo provedeno stépéni lidskym thrombinem (Sigma-Aldrich, USA). Na 1 mg proteinu bylo
pouzito 5 U thrombinu, které bylo pfidano ke vzorku do dialyzaéni membrany. Dialyza
probihala po dobu 8 hodin za konstantniho michani pii teploté 4 °C. Slozeni dialyza¢niho
pufru pouzitého pro odstépeni histidinové a thioredoxinové kotvy pomoci thrombinu bylo 20
mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 % glycerol. Po 8 hodinach byla
dialyza¢ni membranu piendana do pufru E obsahujici 50 mM Kkyselinu citronovou, 1 mM
EDTA, 2 mM DTT, pH 6, pro kationtovou vyménu (O/N, 4 °C). Kontrola thrombinového
Stépeni byla provedena pomoci metody SDS-PAGE. Lidsky thrombin byl odstranén pomoci
benzamidinové kolonky, ktera byla nejprve promyta pufrem z dialyzy, a poté byl na ni

nanesen vzorek.

6.10.5. Kationtové vyménna chromatografie

Pokud je pH < pl, bilkovina nese kladny naboj a separujeme ji na katexu. Nthl
S odstranénou thioredoxinovou a histidinovou kotvou ma pl 7,69 (ProtParam,
www.expasy.org). Kationtova vyména probihala v prostiedi o pH 6 (pufr E, F viz Tab. 22) na
koloné o objemu 1 ml snaplni MonoS Sepharosou (Amersham, Biosciences, Svédsko)
pfipojenou na piistroj HPLC AKTAprime'™ (Amersham Biosciences). Data byla
zaznamenana pomoci programu Unicorn 5.01. Vzorky byly nanaseny na kolonu
ekvilibrovanou v pufru E (pH 6) pfi rychlosti pratoku 1 ml/min. Eluce probihala linearnim
gradientem NaCl od 0 do 1 M NaCl (0-100 %).

Tab. 22.: Slozeni pufru E a F pouzitého pri kationtové vyménné chromatografii.

Pufr E, pH 6 Pufr F
50 mM kyselina citronova 50 mM kyselina citronova
1 mM EDTA 1 mM EDTA
2mMDTT 2mMDTT
1 M NaCl
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6.10.6. Gelova permeac¢ni chromatografie

Princip metody je popsan v kap. 5.9.8. Gelova permeacni chromatografie byla
provedena na piistroji HPLC AKTAprimeTNI (Amershan Biosciences, Svédsko) s naplni
kolony Superdex 200 (Amershan Biosciences, Svédsko). Kolona byla proplachovana pufrem
(20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % glycerol, 2 mM DTT)
rychlosti pritoku 0,5 ml/min. Koncentrace proteinii byly stanoveny spektrofotometricky
pomoci méfeni absorbance pti vinové délce 280 nm na piistroji Agilent. Extinkéni koeficient
pii vinové délce A = 280 nm byl stanoven pomoci programu ProtParam tool na serveru
Www.expasy.org a udava hodnotu 1,494 dm3g*cm™. Hodnota relativni molekulové hmotnosti
pro Nth1 WT je 86 kDa.

6.11. Fosforylace neutralni trehalasy 1

Fosforylace Nth1 WT a vSech mutantnich forem probihala 2 hod pti 30 °C a nésledné
15 hod pii 4 °C s 80 U PKA/ mg proteinu (Promega) za ptitomnosti 0,75 mM ATP a 20 mM

6.12. Exprese a purifikace proteini 14-3-3
Exprese a purifikace obou kvasni¢nych isoforem je popsana v kap. 5.7. az 5.9.8.
6.13. Analyticka ultracentrifugace

Princip metody sedimenta¢ni analyzy je popsan v kap. 5.15. Sedimenta¢né rychlostni
experimenty byly provedeny na pfistroji ProteomLab XL-1 (Beckman Coulter) s rychlosti
rotoru 42000 a 48000 rpm pii teploté 20 °C. Data byla métena pii vinové délce 280 nm.
Koncentrace proteini Bmhl, Bmh2, Nthl WT a Nthl mutantnich forem se pohybovala
vV rozmezi od 0,5-10 uM. Vzorky proteinu byly dialyzovéany proti pufru obsahujicim 20 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl a 2 mM B-merkaptoethanol. Data byla analyzovana pomoci
programu SEDFIT a SEDPHAT (Houtman, J. C. et al., 2007, Schuck, P. 2000).
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6.14. Analyza neutralni trehalasy 1 pomoci hmotnostni spektrometrie

Vzorky Nth1 WT a jejich mutantnich forem byly separovany pomoci 8 % SDS-PAGE.
Pfislusné proteinové pasy byly §tépeny trypsinovou endoproteasou (Promega) pfimo na gelu
s modifikaci cysteinu iodoacetamidem. Vysledna smés peptidi byla extrahovana 30 %
acetonitrilem a 0,1 % trifluoroctovou kyselinou. Hmotnostni spektrometric MALDI-TOF byla
provedena na pfistroji UltraFLEX III (Bruker Daltonics, Bremen, Némecko) vybavenym

dusikovym laserem (337 nm).

6.15. Limitovana proteolyza

Vzorky obsahujici 50 pg Nth1 nebo pNthl a 30 pg Bmh (molérni pomér Nth1:Bmh je
1:2) byly inkubovany pti 25 °C s 50 ng trypsinu nebo chymotrypsinu (w/w pomér proteasy a
proteinu byl piiblizné 1:1000) v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
1 mM DTT, 10 % w/v glycerol. Reakce byla zastavena varem v ptitomnosti SDS-PAGE
vzorkového pufru v ¢asovych intervalech 0-30 min. Vysledné polypeptidy byly separovany na

10 % SDS-PAGE a vizualizovany barvicim roztokem Coomassie Brilliant Blue R-250.

6.16. MéFeni enzymové aktivity

Enzymova aktivita byla méfena pomoci komeréniho kitu Amplex red glucose assay
kit (Molecular Probes). V méfeni byla stanovovana koncentrace glukosy ziskané degradaci
neredukujiciho disacharidu trehalosy. M¢éteni byla provadéna pii teploté¢ 30 °C v pufru
obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 10 % w/v glycerol s 0-30 mM
roztokem trehalosy. Finalni koncentrace Nth1 a Bmh proteinti v pokusech in vitro byly 80 nM
a 12 uM. Reakéni objem byl 50 pl. 40 ul proteinu (Nthl nebo smés Nthl s Bmh) bylo
inkubovano 5 min ve vodni 1azni o teploté 30 °C. Poté bylo ptidano 10 pl roztoku trehalosy 0
urcité koncentraci, promichano a vlozeno do vodni 1azné, kde probihala inkubace po dobu 30
s. Reakce byla zastavena varem (100 °C) mikrozkumavky po dobu 3 min. Nasledné bylo
napipetovano do kazdé mikrozkumavky 50 pl roztoku Amplexu uréeného pro detekci
uvolnéné glukosy. Tato sm¢s byla inkubovana 40 min pf#i 37 °C. Pro vyhodnoceni dat byly
proméfeny absorbance pfi 571 nm. Data byla fitovana podle rovnice Michaelis-Mentenové

pouzitim programu Origin 8.0 (OriginLab Corp., USA).

73



6.17. Konstrukce plasmidu pro pokusy aktivace Nth1l in vivo

6.17.1. PouZivané vektory

Kvasni¢né episomalni plasmidy (YEp) obsahuji pocatky replikace z tzv. 2u DNA
plasmidu (kvasinkovy plasmid) (Fusek, M. et al., 2008).

V pokusech in vivo byl pouzivan expresni vektor YEp352 (5181 bazi) linearizovany
restrik¢éni endonukleasou Pstl, do kterého byla zaklonovana cDNA kodujici Nth1 WT, Nthl
S60, Nthl S83, Nthl S20+21 a Nthl NoS za oblast NHA1l promotoru. Vektory byly
konstruovany vyménou ScNHA 1 genu za ScNTHI1 gen v oblasti pNHA1-985. Vysledné
plasmidy byly transformovany do kmene Saccharomyces cerevisiae BY4741 s deleci ydrO0O1c
(Nth1D): genotyp MATa his3A1 leu2A met15A ura3A ydrOOlc::kanMX4 (EUROSCAREF)..
Jako auxotrofni selekéni znak byl vyuzit gen URA3. DNA kodujici Nthl WT (2253 bazi) a
Nth1l S60, 883, S20+21, NoS byla amplifikovana z vektoru pET32-b pomoci navrzenych
primerd YEpN-NTH1-F a YEpN-NTH1-R viz Tab. 23.

Tab. 23.: Navrzené oligonukleotidové primery pouzité pro amplifikaci DNA z vektoru pET-
32b.

YEpPN-NTH1-F
5 gta cat tat aaa aaa aaa tcc tga act tag cta gat att 3’
YEp-N-NTH1-R
5 cac gac gtt gta aaa cga cgg cca gtg cca agc ttg cat g 3’
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Obr. 15.: Mapa vektoru YEp-352 pouzittho pro zaklonovani Nthl c¢DNA
(http://www.snapgene.com).

6.17.2. Priprava bunék

BY4741 s deleci YDROOI¢c (NTH1) byly pteneseny sterilni klickou na misku a
,rozklickovany*. Bunky rostly pfti teplot¢ 30 °C. Do 80 ml YPD média byla naockovana
sterilné¢ 1 kolonie z narostlé misky — kmen BY4741 s deleci NTHI1. Poté byla smés

temperovana na 30 °C za konstantniho tfepani 15 hodin.

YPD je bohaté médium, tekuté — bez agaru:
1 % Yeast extract

2 % Bactopepton
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2 % Glukosa

80 ml narostlé kultury (ODggo 0,6-0,7 Spekol 211, ODggo 1,8-2,2 BioPhotometer Epp.)

bylo centrifugovano 3 min pii 4000 rpm a teploté 24 °C. Peleta bunék byla promyta sterilni

destilovanou H,0 a centrifugovana 3 min pii 4000 rpm a teploté 24 °C. Nasledné byla peleta

resuspendovana do 8 ml 25 mM DTT v H,O a inkubovana pii teploté 23 °C za konstantniho

tiepani 15 minut. Od této chvile bylo pracovano na ledu (0 °C). Po této inkubaci byl roztok

pelet centrifugovan, promyt 1x ledovou sterilni destilovanou H,O, centrifigovan, promyt 1X

ledovym TpEB pufrem (5 ml), opét centrifugovan a resuspendovan do 800 pl

elektroporaéniho pufru TpEB a vloZzen do ledu. Timto byly buiky pfipraveny pro

transformaci elektroporaci.

TpEB = elektroporac¢ni pufr
Tris-HCI 10mMPpH 7,5
MgCl, 0,1 mM

sacharosa 270 mM

6.17.3. Priprava insertu NTH1

6.17.3.1. Amplifikace inzertu pomoci PCR

Princip metody PCR je popsan v kap. 5.2.

PCR: 10 pl pufru 5x
1 pl dNTP (10 mM)
1 pl MgCl; (50 mM)
2,5uloligo 1
2,5 ul oligo 2
28,5 pl sterilni H,O
4 ul templatové DNA

PROGRAM: 98 °C 1min

98 °C 10s

50 °C 30s

72 °C 3min— 2253 bazi

72 °C 10min

4 °C hold (krok 1-4 byl 30x opakovan)

+ 0,5 pl Phusion High Fidelity DNA Polymerase (FINNENZYMES, kod F-530)
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6.17.3.2. TBE agarosova elektroforéza

Kontrola amplifikovanych inzerti Nthl (WT a mutantnich forem) byla provedena
pomoci 1 % TBE agarosové elektroforézy smichanim 0,35 g agarosy s 35 ml 1x TBE pufru.

Popis metody a slozeni 1x TBE pufru je uvedeno v kap. 5.4.

6.17.4. Priprava vektoru

6.17.4.1. Stépeni vektoru YEp-352 pomoci enzymu PstI:

Vektor YEp-352 byl §tépen pomoci enzymu Pstl nasledovné:

10 ul vektoru Yep-352 (0,245 pg/ul)
10 pl pufru 10x

2 ul enzymu Pstl

78 pl sterilni H,O

Reakéni smés byla inkubovanaa 1 hod pti 37 °C, poté byly pfidany dalsi 2 ul enzymu
Pstl a inkubace pokracovala 1 hod. pii 37 °C.

6.17.4.2. Piecisténi Stépeného vektoru YEp-352/Pstl

Precisténi nastépeného vektoru bylo provedeno pomoci kitu od Promegy (Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up Systém).

6.17.5. Pfiprava minimalniho média YNB

Minimalni médium jeoznaceno jako minimdalni proto, proto Ze neobsahuje zadné

aminokyseliny. Minimalni médium bylo pfipraveno podle nasledujiciho protokolu:

YNB-NH4
0,67 % YNB w/o
2 % Glukosa
2 % Agar
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Bylo piipraveno 10 Petriho misek (jedna miska je cca 20 ml):

1,34 g YNB

4 g Glukosy

200 ml dest. H,O
4 g Agaru

Vysledna smés byla uzaviena alobalem a vysterilizovana. Po sterilizaci bylo pied
nalévanim na misky steriln¢ ptidano 800 ul zasobnich roztoka (5 mg/ml) His, Met, Leu a

zamichano (fin. konc. je 20 ug/ml).

6.17.6. Transformace Saccharomyces cerevisiae elektroporaci

Transformace Saccharomyces cerevisiae elektroporaci byla provedena na pfistroji
Jouan pii nastaveni 625 V, 24 msec. Do elektropora¢ni kyvety bylo napipetovano 100 pl
bunék a pridano 0,3 pg plasmidu: §tépeny vektor + plasmid, pouze §tépeny vektor (negativni
kontrola), pouze nestépeny vektor (pozitivni kontrola). Pti elektroporaci byla dosucha otfena
kyveta umisténa do san€k ptistroje a spustén puls, ktery vystavi buniky elekrickému Soku, coz
umozinuje vniknuti cizorodé DNA do bunék tim, ze se kratkodobé depolarizuje bunécna
membrana. Poté bylo okamzité pridano 100 pl ledové sterilni H,O a smés byla inkubovana pfi
laboratorni teploté 15 min. Transformované buiiky byly rozetfeny na misky s YNB médiem
pomoci sterilnich sklenénych kulicek. Misky byly inkubovany 2 dny pii teplot¢ 30 °C. Z
narostlych misek byla odebrana vzdy 1 kolonia a naockovana na ptlku misky. Bunky rostly 2
dny pti 30 °C.

Nasledné bylo naockovano YNB-AHLT médium (+ His, Met, Leu) sterilni klickou: do
40 ml YNB-AHLT bylo pifidano 160 pl His, 160 ul Met, 160 pul Leu (zas. roztok je 5 mg/ml,
fin. konc. je 20 mg/ml) a sterilné rozpipetovano po 2 ml do sterilnich plastovych zkumavek,
které byly naockovéany a inkubovany za konstantniho tfepani ve vodorovné poloze 15 hod pfi

teploté 30 °C.
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6.17.7. 1zolace pDNA z kvasinek

Z narostlé kultury bylo odebrano 1,5 ml kultury do mikrozkumavky a odstfedéno v
centrifuze asi 1,5 min pti 5000 rpm. Supernatant byl opatrné¢ slit a zbytek kultury byl

zvortexovan a K nému piidan:

0,2 ml TSN (pH 8)
0,2 ml fenol-chloroform-izoamylalkohol

0,3 g acid washed glass (kulicky)

TSN: 2 % Triton X-100
1% SDS

100 mM NaCl

10 mM TRIS pH 8
1mMEDTA

Smés byla vortexovana 1 min, ochlazena na ledu a opét vortexovana 1 min. Poté byla
smés centrifugovana 5 min pii 14 000 rpm a teploté 4 °C. Mikropipetou byla odebrana horni
vrstva (fenol zistal ve zkumavce), vloZzena do druhé tfady mikrozkumavek a piidan
isopropanol o stejném objemu, jako byl v mikrozkumavce. Smés byla zamichana pieklopenim
a zamrazena (-20 °C) na 10 min. Poté byla smés centrifugovana 15 min pi#i 4 °C a 14 000
rpm. Supernatant byl opatrné slit, peleta osusena, promyta 80 % EtOH a centrifugovana 2
minuty na nejvySSi rychlost. Opét byl odlit supernatant, vysuSena peleta v termobloku
(mikrozkumavky byly ponechany oteviené ve vodorovné poloze) pii 37 °C, 15 min. Nakonec
bylo do mikrozkumavek pfidano 20 pl H,O a zamichano. Vysledna cDNA byla pouzita na

elektroporaci a zamrazena (-20 °C).

Pted elektroporaci byl puStén kontrolni PCR:
6 ul PPP Master Mix
1 pl plasmidové DNA
4 ul H,O
0,5 ul oligo 1 — NHA1-2 (10 mM)
0,5 ul oligo 2 — 15DOWN (10 mM) (oligonukleotidy viz Tab. 24).
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Program PCR reakce na termocycleru probihal nasledovné:

1. faze 94 °C 2 min
2. faze 94 °C 1 min
3. faze 55 °C 1 min
4. faze 72 °C 3 min
5. faze 72 °C 10 min

Cyklus fazi 2-4 byl 30x opakovan.

Tab. 24.: Oligonukleotidy pouzité pro kontrolni PCR.

NHAL1-2
5 gtt gac cag gtc ata caa gag 3’
15DOWN
5" acg gcc ttg ggc tac cgg tcc 37

6.17.8. Transformace E. coli elektroporaci

Do E. coli transformujeme kvili sekvenaci (vyhodou replikace v E. coli je dostate¢né
namnozeni plasmidové DNA, kterd miize byt nasledné vnesena do eukaryotickych bun¢k. U
S. cerevisiae se vytvofi cca jen 20 kopii na bunku).

Kompetentni buitky XL Blue byly roztaty vledu, kde byly temperovany
elektropora¢ni kyvety a LB médium. Do elektroporac¢nich kyvet bylo napipetovano po 40 pl
bunék a asi 1 ul DNA (pDNA ~ 10 — 50 pg). Smés byla opatrné promichana na ledu.
Elektroporace probéhla na ptistoji Jouan s nastavenim 1250 V, 8 msec. Pii elektroporaci byla
dosucha otiena kyveta umisténa do sanék pfistroje a spustén puls. Okamzité bylo ptidano 100
ul ledového LB média. Tato smés byla inkubovana asi 10 min pfi laboratorni teploté.
Transformované bunky byly rozetteny na misky LB-Amp a inkubovany 15 hod pti 37 °C.
Z narostlych kolonii byly naockovany miniprepy (LB-Amp) a inkubovany 15 hod pti 37 °C.
Poté byla izolovana plasmidova DNA viz kap. 5.6 a vzorky byly osekvenovany (viz. kap.
6.7.).
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6.17.9. Aktivace neutralni trehalasy 1 in vivo

Bunky exprimujici Nthl WT a pfislusné mutantni formy (Nth1 S60, Nth1 S83, Nthl
S20+21, Nthl NoS) rostly do exponencialni faze (pti ODgoo: 1,5-2) na minimalnim médiu
YNB obsahujicim smés aminokyselin His, Met, Leu a 2 % glycerol. Buiky byly nejprve
centrifugovany, promyty ledovou vodou a resuspendovany V pufru obsahujicim 100 mM
MES/KOH (pH 7) a 50 mM CaCl; na finalni hustotu buné¢k 25 mg/ml. Pfed prvnim
odebranim vzorku byly buiiky preinkubovany pti 30 °C po dobu 10 minut. Aktivace neutralni
trehalasy byla spusténa glukosovym ptidavkem (fin. konc. 4 % wi/v). Vzorky o objemu 750 pl
byly odebrany pted glukosovym piidavkem a po 10 min po piidavku glukosy. Ke kazdému
vzorku bylo ihned po odebrani pfidano 40 ml ledové sterilni vody. Nasledné byly bunky
centrifugovany 3 min pii 4 °C. Peleta bunék byla resuspendovana v 500 ul ledového pufru
obsahujiciho 50 mM MES/KOH (pH 7) a 50 uM CaCl,. Buiiky byly rozruseny tiepanim se
sklenénymi kulickami. Enzymovy extrakt byl centrifugovan v mikrocentrifuze 3 min pfii
13000 rpm a teploté 4 °C. Vysledny supernatant byl dialyzovan proti pufru obsahujicim 5
mM MES/KOH (pH 7) a 50 uM CaCl; 15 hod pii 4 °C. Koncentrace vSech rozpustnych
proteind byly stanoveny metodou podle Bradforda.

Trehalosova esej byla provedena nasledovné: 40 ul dialyzovaného extraktu bylo
inkubovano 30 min pfi 30 °C s 30 mM roztokem trehalosy. Reakce byla zastavena povarenim
po dobu 3 min pii 100 °C. Uvolnénd glukosa byla méfena pomoci Amplex Red
Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit (Invitrogen). Specificka aktivita trehalasy byla vyjadiena

jako nmol glukosy uvolnéné za 1 min na 1 mg proteinu.
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7. Vysledky

ODDIL A
7.1. Exprese a purifikace proteini 14-3-3

Proteiny 14-3-3 zna¢ené na N-konci histidinovou kotvou byly exprimovany v butikach
E. coli BL21(DE3). Exprese byla zahajena induktorem IPTG po dobu 15 hod. pii 37 °C viz
kap. 5.7. Vysledné gely z purifikace jsou uvedeny v Tab. 25.
Tab. 25.: 12 % SDS-PAGE gely proteinu 14-3-3 ziskané jejich purifikaci. M je oznaceni pro

marker molekulovych hmotnosti.

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M Pied Po
250 S
250
75 —-—
50 By
37 50
30 N —_— 37
25 -
- 25 e - .
15 T 20
- — 15

12 % SDS-PAGE gel mutantni formy Bmh2 12 % SDS-PAGE gel demonstrujici frakce
W243 ukazujici frakce ziskané eluci pii Bmh2 W243 pted a po thrombinovém

chelatacni afinitni chromatografii. Stépent.

M 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 8 9 10 11 12 13 14 15 16

250 250
75w 75
50 50
3 37
30
Tee@ew™ T Y weeugpee -
25 25
20 20
15 15

12 % SDS-PAGE gel demonstrujici frakce 12 % SDS-PAGE gel piedstavujici frakce
Bmh2 W243 ziskané eluci aniontové Bmh2 W243 ziskané eluci pii gelové

vyménnou chromatgrafii. permeacni chromatografii.
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Afinita dvojmocnych kationti kovii Ni?* K histidinim obsazenym v histidinové kotve
proteinti 14-3-3 byla vyuzita pii chelatacni afinitni chromatografii. Nasledné byla histidinova
kotva odstranéna inkubaci s lidskym thrombinem v poméru 2U/mg proteinu.

Po odstépeni His-tagu byly proteiny 14-3-3 purifikovany pomoci aniontové vyménné
chromatografie na koloné s naplni MonQ Sepharosou (Amersham Biosciences, Svédsko).
Proteiny 14-3-3 byly eluovany 0-1 M gradientem NaCl v prostfedi 50 mM Tris-HCI, pH 8, 1
mM DTT. Pozadované frakce proteinu ziskané eluci na aniontové vyménné chromatografii
byly zkoncentrovany pomoci koncentratoru Centricon YM-10. K piecisténi a odstranéni
agregovanych proteinti byla pouzita gelovd permeacni chromatografie na pfistroji HPLC

AKTAprime™ (Amersham Biosciences, Svédsko) s naplni kolony Superdex 75.

7.2. Dynamicky rozptyl svétla

K porovnani velikosti molekul Bmh proteinti ve srovnani s lidskou 14-3-3¢ isoformou
a jejich verzi s odstranénymi C-koncovymi segmenty byla pouzita, jako jedna z technik,
metoda dynamického rozptylu svétla. Méfeni dynamického rozptylu svétla bylo provedeno ve
spolupraci s doc. RNDr. Miroslavem Stépankem, Ph.D. zkatedry Fyzikalni a
makromolekularni chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, ktery provedl
vSechna DLS méfeni a vyhodnoceni vysledki podle metody popisované v kap. 5.13. na
pfistroji ALV, Langen, Némecko, ktery je slozen z 22 mW He-Ne laseru pracujici pii vinové
délce A = 632,8 nm, ALV CGS/8F goniometru, ALV High QE APD detektoru a ALV
5000/EPP autokorelatoru. Méteni byla provedena pfti teploté 25 °C a thlu 6 = 90°. VSechny
vzorky byly méfeny ve Ctyfech riznych koncentracich (4, 2, 1 a 0,5 mg/ml) v pufru
obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM p-merkaptoethanol.

Vysledny graf a hodnoty hydrodynamickych poloméra jsou zaznamenany na Obr. 16.
a Tab. 26. Mensi vrcholy v pravé ¢asti grafu Bmh2 WT i Bmh2 AC mohou byt pfipsany
difuzi agregovanych proteinti. Z posunu A(z;) ke krat§im relaxacnim ¢asim plyne mensi Ry

molekuly, coz je patrné po odstranéni C-terminalni ¢asti Bmh2 proteinu viz Obr. 16.
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Obr. 16.: Autokorelacni funkce g*(x) proteinii Bmh2 WT a Bmh2 AC ziskané metodou
dynamického rozptylu svétla a odpovidajici funkce relaxacnich distribucnich casi ziskané

pomoci CONTIN analyzy (Veisova, D. et al., 2010).

Hodnoty hydrodynamickych polomérii naméfené metodou dynamického rozptylu
svétla jsou shrnuty v Tab. 26. Hydrodynamicky polomér molekuly Bmhl WT a Bmh2 WT je
45 a 43 A. Hydrodynamické poloméry Bmh proteinti s odstranénym C-koncovym segmentem
(AC) jsou piiblizné 36-38 A, coz jsou hodnoty srovnatelné pro lidskou isoformu 14-3-3 WT.

Tab. 26.: Hodnoty hydrodynamickych poloméri proteinu 14-3-3 ziskané mérenim
dynamického rozptylu svétla a sedimentacné rychlostnich experimentii (Veisova, D. et al.,

2010).

Protein BMH1 WT BMH1 AC BMH2 WT BMH2 AC 14-3-3C WT 14-3-3C AC
Ry, A (DLS) 449+09 36.0+0.4 433+04 37.9+0.3 373+0.3 34.6+0.2
Ru, A (SV) 40.0+1.0 352+£0.8 409+0.8 341+0.7 37.6+£0.6 33.0+£1.0
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Odstranénim C-koncové casti 14-3-3( isoformy (AC) byla ziskana hodnota
hydrodynamického poloméru 35 A. Tato hodnota se piili§ nelidi od hodnoty isoformy s C-
autoinhibicni funkci C-koncové oblasti lidské isoformy 14-3-3C.

Z naméfenych dat vyplyva, ze odstranénim C-koncovych segmentli kvasni¢nych
isoforem proteinti 14-3-3 Bmhl a Bmh2 WT se vyznamné snizi jejich hydrodynamicky

polomér.

7.3. Casové rozliSené méreni dohasinani anizotropie fluorescence

Pro ovéfeni natazené konformace C-koncového segmentu kvasni¢nych isoforem
vyplyvajici zdat dynamického rozptylu svétla, gelové permeacni chromatografie a
sedimenta¢ni analyzy byl studovan vliv vazby fosforylovaného peptidu na mobilitu C-
koncového segmentu Bmh2 proteinu pomoci tryptofanové fluorescence. Tryptofan je
ptirozen¢ se vyskytujici fluorofor aminokyselin absorbujici zafeni v blizké UV oblasti 250-
300 nm vhodny pro studium struktury bilkovin.

Méfeni ¢asove rozliseného dohasinani anizotropie bylo provedeno ve spolupraci s doc.
RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Vecefem, CSc. z Fyzikalniho
ustavu UK Matematicko-fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze, kteti provedli vSechna
¢asové rozliSena méfeni a vyhodnoceni vysledkll podle metody popisované v kap. 5.12. na
fluorimetru, ktery se skladal z femtosekundového Ti safirového laseru (Chameleon Ultra 11 a
Pulse Picker HP), detektoru zalozeného na citani jednotlivych fotont (single photon counting
detector) a fotonasobice (Hamamatsu, Japan, R3809U-50).

Ptirozené se vyskytujici tryptofany na pozicich 61 a 233 byly pomoci cilené
mutageneze zaménény za fenylalaniny a vlozeny nové tryptofanové zbytky na dvé rtizné
pozice C-terminalniho segmentu: na pozici 243 pied polyQ opakovani nebo na pozici 264 za
polyQ opakovéani Bmh2. Vysledna data ¢asové rozliSeného dohasinani intenzity a anizotropie
tryptofanové fluorescence jsou uvedeny v Tab. 27 a naznacuji, Ze vazba peptidu neplisobi
dramatické konformaéni zmény C-koncového segmentu Bmh2 proteinu, protoZze nedochéazi

k vyznamnému poklesu stfedni doby Zivota excitovaného stavu zmean.
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Tab. 27.: Vysledky méreni casové rozlisené tryptofanové fluorescence jednobodovych

tryptofanovych mutantit Bmh2 proteinu (Veisova, D. et al., 2010).

Vzorek Tiean (NS) Yo @, (ns) B @ (ns) B s (ns)
BMH?2w243 2.92 0.023 0.2 0.109 11 0.088 00
BMH2w243 + 2.89 0.022 0.3 0.113 11 0.087 00
pRaf-259

BMH2w264 3.65 0.077 0.3 0.103 1.2 0.042 ©
BMH2w264 + 3.52 0.069 0.2 0.114 1.2 0.039 00
pRaf-259

Vysledky dale naznacuji, ze vazba ligandu méa zanedbatelny efekt na anizotropii
fluorescence. Nepatrny rodil se nachazi pfi interakci Bmh2 W264 s peptidem pRaf-259, kdy
jsou potlaceny rychlé pohyby charakterizované amplitudou f; a pozitivné ovlivnény
segmentalni pohyby charakterizované amplitudou f2. Zmény dynamiky proteinu Bmh2 W243
nejsou vyznamné. Diky kratké dobé zivota excitovaného stavu tryptofanovych zbytkl nebylo
mozné urceni rotaéné korela¢niho ¢asu ¢3 charakterizujici rotaci celé molekuly.

Metoda Casové rozliseného dohasinani anizotropie fluorescence AEDANS-zna¢enych
proteind byla pouzita k porovnani velikosti molekul Bmh proteini se 14-3-3( isoformou.
Stredni doba Zivota excitovan¢ho stavu dansylové skupiny je mnohem del§i v porovnani se
stfedni dobou Zzivota tryptofanu. Molekuly Bmh proteinti byly oznaceny derivatem dansylu
1,5-IAEDANS na cysteinovy zbytek na pozici 194. Relativné dlouhd stfedni doba Zzivota
excitovaného stavu dansylové skupiny (13-16 ns) umoznila monitorovéni rota¢né korelaéniho
Casu ¢3 odpovidajicimu rotaci celé molekuly. Naméfené hodnoty rotaéné korelacnich Cast a

ptislusnych amplitud jsou shrnuty v Tab. 28.
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Tab. 28.: Hodnoty amplitud f a rotacné korelacnich casii ¢ ziskanych mérenim casové
rozlisené fluorescencni spektroskopie proteinii znacenych sondu AEDANS. Tucné jsou
oznaceny amplitudy a rotacné korelacni casy celé molekuly. Rotacné korelacni cas ¢4 nalezi
frakci extrémne pomalé rotace velkych agregatu, které byly v minimalnim mnozZstvi pritomny
ve vzorku. Stredni doba Zivota excitovaného stavu dansylové skupiny jiz neumoZnuje méreni

@4 (Veisova, D. et al., 2010).

B D, B D, (ns)  ps D5 (ns) B @y (ns)
Protein (ns)
BMH1 WT 0.048 0.8 0.047 3.6 0.048 19 0.027 00
BMH1 AC 0.047 0.7 0.045 2.6 0.060 14 0.019 0
BMH2 WT 0.032 0.7 0.044 35 0.059 20 0.029 00
BMH2 AC 0.046 0.8 0.035 2.9 0.060 12 0.034 o0
1433 WT 0.035 0.8 0.037 3.0 0.063 15 0.035 0
1433¢ AC 0.031 0.8 0.043 3.0 0.064 15 0.026 0

Z namétenych dat plyne, v souladu s vysledky z DLS méfeni, Ze nativni Bmh proteiny
jsou vyrazné vétsi nebo vyznamné asymetri¢téj$i nez Bmh isoformy s odstranénym C-
koncovym segmentem. Odstranéni C-koncového segmentu u 14-3-3( isoformy nema na

velikost molekuly vyznamny vliv.

7.4. Méfeni stacionarni anizotropie fluorescence

pRaf-259 je uméle nasyntetizovany fosfopeptid obsahujici sekvenci Raf-1 Kinasy
s okrajovym Ser259, ktery je soucasti vazebného motivu proteint 14-3-3. Bmh WT proteiny
interaguji s pRaf-259 o Kp ~ 290 nM viz Obr. 17. Odstranéni C-terminalniho segmentu
nemeélo vyznamny vliv na vazebnou afinitu Bmh2 proteinli studovanou pomoci stacionarni

anizotropie fluorescence.
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Obr. 17.: Charakterizace vazebnych vlastnosti Bmh2 proteinu pomoci staciondrniho méreni
anizotropie fluorescence. Vazebna esej byla provedena s peptidem pRaf-259 znaceném na N-

konci fluoresceinem. Hodnoty Kp byly vypocteny podle rovnice 3.

7.5. Gelova permeacni chromatografie

Elu¢ni profily ziskané gelovou permeacni chromatografii potvrzuji data naméfena
metodami DLS a ¢asové rozliSenym dohasindnim anizotropie fluorescence. Molekuly Bmh1
WT a Bmh2 WT byly zkolony eluovany vyrazné dfive oproti jejich formam s C-
odstranénymi koncovymi segmenty Bmhl AC a Bmh2 AC, jejichZ elu¢ni profily jsou
srovnatelné s profily 14-3-3{ WT a 14-3-3( AC viz Obr. 18.

600 - 600 600 -
A ——BMH1WT B ——BMH2 WT C ——14-3-3; WT
BMH1 AC BMH2 AC 14-3-3;AC

500+ 500 + 500 4

400 4 400 4 400
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Obr. 18.: Elucni profily ziskané metodou gelové permeacni chromatografie. SEC pokusy byly
provedeny na koloné Superdex 200 HR 10/30 (Amershan Biosciences, Svédsko), v pufru
obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 1 mM EDTA a 5 mM DTT. Vsechny
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expermenty probihaly pr teploté 4 °C a rychlosti pritoku 0,5 ml/min (Veisova, D. et al.,
2010).

Vsechny dosud namétené vysledky naznacuji, ze Bmh proteiny jsou v porovnani
s lidskou 14-3-3( isoformou vyznamné vétsi. Odstranénim C-konce Bmh proteind dochazi ke
zméné velikosti kvasni¢nych molekul, které jsou poté srovnatelné s velikosti 14-3-3( WT
nebo 14-3-3C AC. To je v souladu s pfedstavami, ze C-terminalni segment 14-3-3( ma funkci
autoinhibitoru a v nepfitomnosti vazebného partnera zaujima misto ve vazebném zlabku.
Z tohoto diivodu jsme se rozhodli prostudovat oligomerni stav Bmh proteinli pomoci
sedimentacni analyzy (sedimenta¢ni data viz Tab. 29), protoze je mozné spekulovat, Z¢ Bmh

proteiny mohou tvofit vyssi oligomery nez predpokladané dimery.
7.6. Sedimenta¢ni analyza

Sedimenta¢ni analyza byla provedena ve spolupraci s RNDr. Lenkou ReZabkovou,
Ph.D. z katedry Fyzikalniho a makromolekularni chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze, ktera provedla vSechna sedimenta¢ni méfeni a vyhodnoceni vysledka podle

metody popisované v kap. 5.15. na pfistroji ProteomLab XL-I, Beckman Coulter.

Tab. 29.: Vysledky sedimentacni analyzy v porovndni s fluorescencnim a teoretickym

experimentem.

M,, (x10%) BMH1 WT BMH1 AC BMH2 WT BMH2 AC 14-3-3C WT 14-3-3¢ AC
SE? 61+1.0 56+2.0 64+2.0 55+1.0 55+2.0 53+2.0
Sv4 61+2.0 55+1.0 63+2.0 53+1.0 59+2.0 51+2.0
Theoretical® 60.7 54.0 62.7 54.2 56.1 53.1
AEDANS® 55-73 41-54 58-77 35-46 44-58 44-58

®Hodnoty molekulovych hmotnosti vypocitané pomoci metody nejmensich ¢tvercti pro model uvazujici idealni
rozpousténou latku. bHodnoty molekulovych hmotnosti vypogitané podle aminokyselinové sekvence. “Orientacni

rozpéti molekulovych hmotnosti vypoéitané podle rota¢né korela¢niho ¢asu @, (Tab. 28).

Sedimentacni analyza ukézala, Ze ob& kvasni¢né isoformy Bmhl a Bmh2 tvofii
stabilni dimery s molekulovou hmotnosti okolo 61 kDa a 64 kDa. Pro porovnani byly

sedimentacni pokusy provedeny na Bmhl WT, Bmh2 WT, 14-3-3 WT a jejich mutantnich
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forem s odstranénymi C-terminalnimi konci. Z téchto vysledku plyne, ze C-terminalni konec
kvasni¢nych isoforem nezplsobuje proteinové agregace ve vyssi oligomery, ale ze zaujima

natazenou konformaci, ktera zpisobuje zvySeny hydrodynamicky polomér.
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Obr. 19.: Vysledky sedimentacné rovnovaznych méreni (A, B). Sedimentacni rovnovihy
proteinu Bmh2 WT a Bmh2 AC byly méreny pri 280 nm a teplote 4 °C. Jednotlivé symboly
odpovidaji datium sesbiranym pri 10500 (ctverce), 13500 (kruznice) a 16500 (trojuhelniky)
rom. C, D: Residua odpovidajici analyze nejlepsiho fitu (ze shora trojuhelniky, kruznice,

Ctverce).

Hodnoty hydrodynamického poloméru ziskané z pokusti sedimentacni analyzy jsou
porovnatelné s vysledky z méfeni dynamického rozptylu svétla a ukazuji, ze odstranéni C-
terminalniho segmentu vede ke sniZeni hydrodynamického poloméru u vSech tii studovanych

proteint.
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Obr. 20: Strukturni model monomerni jednotky kvasnicného proteinu 14-3-3 Bmh2 (zelené)
S naznacenym C-koncovym segmentem (zZluté), ktery zaujima Siroce rozlehlou otevienou
konformaci. Model byl pripraven pomoci serveru I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/, University of Michigan, 2011).

7.7. Cirkularni dichroismus

CD spektroskopie byla pouzita k ovéfeni, zda ma odstranéni C-koncového segment
vliv na sekundarni strukturu proteind 14-3-3. Porvnani vyslednych spekter (viz Obr. 21) vede
k zavéru, Ze odstranéni C-koncového segmentu nema vyznamny vliv na sekundarni strukturu

kvasni¢nych Bmhl a Bmh2 isoforem, ani lidské 14-3-3( isoformy.
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Obr. 21.: CD spektroskopie kvasnicnych isoforem Bmhl, Bmh2 a lidské isoformy 14-3-3{. Ze

spekter je patrné helikalni usporadani proteinu 14-3-3.

Méteni CD spekter bylo provedeno ve spolupraci s Ing. Pavlinou Novotnou z Ustavu
analytické chemie, VSCHT v Praze, ktera provedla viechna méfeni viz kap. 5.16.
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ODDIL B
7.8. Piiprava vektoru pET-32b

K produkci kvasniéného enzymu Neutralni trehalasy 1 a 2 (Nth1, Nth2) pro pokusy in
vitro byl pouzit expresni vektor pET32-b (Novagen) s deleci 81 bazi po sekvenci kodujici
His-tag (6xH)SSGLVPRGS (5819 bazi), do kterého byla zaklonovana ¢cDNA NTHI,
(aminokyselinova sekvence 1-750) a NTH2 (aminokyselinova sekvence 1-780) mezi mista
pro restrik¢éni endonukleasy Ncol a BamHI.

Na mistech pro restrikéni endonuklasy Ncol a BamHI vektoru pET-32b bylo

provedeno stépeni.

7.9. Purifikace neutralni trehalasy 1

Neutralni trehalasa 1 zna¢ena na N-konci histidinovou a thioredoxinovou kotvou byla
exprimovana V bunkach E. coli Rosetta(DE3). Exprese byla zahajena induktorem IPTG po
dobu 18 hod. pti 25 °C viz kap. 6.9. Pfitomnost a a ¢istotu enzymu neutralni trehalasy 1 byla
monitorovana pomoci SDS-PAGE viz Tab. 30. Exprese neutralni trehalasy 2 neprobihala,

proto vSechny experimenty byly provedeny pouze s isoformou neutralni trehalasy 1.
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Tab. 30.: 10 % SDS-PAGE gely Nthl WT a mutantni formy Nthl S21+60 ziskané jejich

purifikaci. M je oznaceni pro marker molekulovych hmotnosti.

M 2 3 4 5 6 7 8 9 M Pied Po
250 r - i
1

- — -— . 100 kb :
7|5 = o= 86kb l ‘_,
50‘ = -

37

P — . | -
.“ ,L —

10 % SDS-PAGE gel proteinu Nthl WT 10 % SDS-PAGE gel demonstrujici frakce

ukazujici frakce ziskané eluci pii chelatatni Nthl WT pied a po thrombinovém §tépeni.

afinitni chromatografii.

M 14 15 16 17 18 22 23 24 25 M 16 17 18 19 20 22 26 27 28
N | 5 w
86 —_—w— 86_————-——-"-.-'_'*|
75 - J

- 75 — '
50 = {

- = 50 e
37 '

37
25 .

2%

}

s ! — e

10 % SDS-PAGE gel demonstrujici frakce 10 % SDS-PAGE gel predstavujici frakce
mutantni formy Nthl S21+60 ziskané eluci Nthl S21+60 ziskané eluci pii gelové

kationtové vyménnou chromatgrafii. permeacni chromatografii.

7.10. Expresni test neutralni trehalasy 2

Expresni test byl proveden nasledovng:
e 5 ml kultury NTH2 v pET-32b vbunkach Rosettach s5 pl ampicilinu bylo
inkubovano 15 hodin pti 37 °C a 200 rpm
e do Cerstvého 5 ml LB média s ampicilinem (fin. konc. 100 pg/ml) byl pfidan 1 ml

napéstované kultury
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e nafedéna kultura byla inkubovana 1 hodinu pii 37 °C a 200 rpm a byl odebran vzorek
pro SDS-PAGE

e do takto natedéné kultury bylo ptidano IPTG o finélni koncentraci 0,5 uM

e odebrani vzorku po 5 a 22 hodinach pro SDS-PAGE

Vysledny gel, ktery neni pfiloZen, nevykazoval expresi enzymu Nth2.
7.11. Analyza pNthl WT hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF

Purifikovanou Nthl WT byla fosforylovana pomoci PKA in vitro. Pro uréeni pozic
Nthl, které jsou nezbytné pro vazbu s kvasniénymi proteiny 14-3-3 byla pouzita metoda
hmotnostni spektrometrie, kterd byla provedena ve spolupraci s doc. RNDr. Miroslavem
Sulcem, Ph.D. z Mikrobiologického tstavu AV CR, v.v.i., ktery proved] piipravu vzorku na
méfeni, méfeni a vyhodnoceni vysledk. Hmotnostni spektrum pNthl WT udavalo signaly
pro c¢tyii fosforylované seriny na pozicich: Ser20, Ser2l, Ser60a Ser83 (viz Tab. 31)
nachazejici se na neuspofadané N-koncové ¢asti Nth1 (Obr. 22, 23). Pro kontrolu, Ze se jedna
prave o tyto Ctyii fosforylaéni mista byla ptipravena Nth1 mutantni forma, ktera neobsahovala

zadné z téchto Ctyt (Ser20, Ser21, Ser60 a Ser83) fosforyla¢nich mist.
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Tab. 31.: MALDI-TOF analyza Nthl proteinovych variant (Veisova, D. et al., 2012).

varianta m/z signal Odpovidajici sekvence m/z signal Odpovidajici sekvence m/z signal Odpovidajici sekvence
Nthl V negativni nebo peptidu, poznamka V negativni nebo peptidu, poznamka V negativni nebo peptidu, poznamka
pozitivni k detekované pozitivni k detekované pozitivni k detekované
MALDI-TOF-MS fosforylaci nebo MALDI-TOF-MS fosforylaci nebo MALDI-TOF-MS fosforylaci nebo
jednobodové mutaci jednobodové mutaci jednobodové mutaci
S—A peptidu S— A peptidu S—A peptidu
Peptidy obsahujici Ser”® a Ser® Peptidy obsahujici Ser® Peptidy obsahujici Ser®®
WT 2802.30 [M+HJ+ 1943 1371.62 [M+HJ+ 5869 1658.67 [M+H]+ 82-96
3010.37 [M +HI* 1944 1499.72 [M + HI* 58-70
pwT 3036.39 [M — HI- 18-43, pSer®® 1449.63 [M — H]- 58-69, pSer® 1736.70 [M — HI- 81-05, pSer®
3116.39 [M - HI~ 18-43, pSer®®, pSer®’ 1577.76 [M — H]~ 58-70, pSer® 1892.71 [M - HI~- 81-96, pSer®
3164.40 [M —H]- 18-44, pSer®®
3244.40 [M - HI- 18-44, pSer®®, pSer?!
ps20 3020.41 [M - H]- 18-43, pSer?®, mS21A 148379 [M +-HJ+ 58-71, mSB0A 1642.61 [M+-H]+ 82-06, mSB3A
3148.43 [M —HI- 18-44, pSer®®, mS21A 1499.78 [M + HI* 58-T1Mox, mSE0A 1798.63 [M + HJ* 81-96, mSB3A
ps21 2864.27 [M —H]- 19-43, pSer’’, mS20A 1483.78 [M + HI* 58-T1, mSG0A 1642.60 [M + H]* 82-06, mSB3A
1499.77 [M + HI* 58-71Mox, mSE0A 1798.61 [M + H]* 81-96, mSB3A
pSE0 2770.30 [M +HI* 19-43, mS20A, mS21A 1449.63 [M —H]- 58-69, pSer® 164263 [M+Hl+ 82-06, mSB3A
2898.33 [M +H]* 19-44, mS20A, mS21A 1577.73 [M - H]- 58-70, pSer® 1798.63 [M +Hl* 81-96, mSB3A
psSa3 2770.30 [M +HI* 19-43, mS20A, mS21A 1483.78 [M + HI* 58-T1, mSG0A 1736.73 [M - HI- 81-05, pSer®
2898.33 [M +HI* 19-44, mS20A, mS21A 1499.77 [M + HI* 58-T1Mox, mSE0A 1892.76 [M — HI- 81-96, pSer®
phth1-naS 2770.30 [M+HJ+ 1943, m3204, mS21A 148375 [M +HJ+ 5871, mSG0A 1642.62 [M+H]+ 82-96, mS33A
2898.33 [M +HI* 19-44, mS20A, mS21A 1499.74 [M + HI* 58-T1Mox, mSE0A 1798.63 [M + HJ* 81-96, mSB3A
pS20+ 21 3036.40 [M —H]- 18-43, pSer®® 1483.77 [M + HI* 58-T1, mSG0A 1642.64 [M +HJ* 82-06, mSB3A
3116.41 [M - HI~ 18-43, pSer?®, pSer?! 1409.76 [M +-HJ+ 58-71Mox, mS60A 1798.67 [M+-H]+ 81-06, mSB3A
3164.43 [M —H]- 18-44, pSer®®
3244.42 [M - HI- 18-44, pSer®®, pSer?!
p320 +60 3020.40 [M - H]- 18-43, pSer®®, mS21A 1449.61 [M - H]- 58-60, pSer® 1642.60 [M+H]+ 82-96, mSB3A
3148.41 [M—HI- 18-44, pSer®®, mS21A 1577.71 [M —H]~- 58-70, pSer® 1798.65 [M +Hl* 81-96, mSB3A
pS21+60 2864.24 [M —H]- 19-43, pSer®’, mS20A 1449.60 [M — H]- 58-69, pSer® 1642.60 [M+H]* 82-06, mSB3A
1577.69 [M — H]- 58-70, pSer® 1798.64 M+ H+ 81-96, mSB3A
pS20+83 3020.34 [M —HI- 18-43, pSer®, mS21A 1355.68 [M +HI* 58-70, mSG0A 1892.77 [M - HI- 81-96, pSer®
3148.34 [M - HI~ 18-44, pSer®®, mS21A 148377 M +HI+ 5871, mSG0A
pS21+83 2864.36 [M —H]- 19-43, pSer’’, mS20A 1355.72 [M + HI* 58-70, mSG0A 1892.75 [M - HI- 81-96, pSer®
1483.81 [M +HI* 58-T1, mSG0A
p360+83 2770.27 [M+-HJ+ 1043, m3204, mS21A 1449.61 [M —H]~- 58-60, pSer® 1736.72 [M - HI~ 81-05, pSer®
2898.29 [M +HI* 19-44, mS20A, mS21A 1577.70 [M - HI- 58-70, pSer® 1892.74 [M - HI- 81-96, pSer®

Tyto Ctyfi serinové pozice byly zaméneny za aminokyselinu alanin. Nasledné byl tento
konstrukt fosforylovan pomoci PKA (znac¢en pNth1-NoS). pNth1-NoS byl podroben analyze
hmotnostni spektrometrii  MALDI-TOF a spektrum jiz nevykazovalo Zzadna dalsi
fosforylovana residua. Pro nasledné ovéfeni Glohy téchto ¢tyf fosforylacnich mist na Nthl

v jejich interakci s proteiny Bmh byla provedena nativni TBE-PAGE (viz Obr. 24).
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Obr. 22. A: Schéma naznacujici umisténi ctyr fosforylacnich mist (Ser20, Ser21, Ser60 a
Ser83) na N-koncovém segmentu neutrdlni trehalasy 1. Analyza Nthl provedend programem
SMART predpovedeéla pritomnost dvou konzervovanych domén: trehalasové (aminokyselinovd
sekvence 163-721) a vdpnikové domény (aminokyselinovia sekvence 114-125). B:
Bioinformaicka analyza provedena pomoci programu PONDR naznacuje neusporadanost N-
koncového segmentu Nthl, kde jsou obsazena ctyri fosforylacni mista vhodna pro vazbu s

proteiny 14-3-3 (Veisova, D. et al., 2012).

96



Obr. 23.: Strukturni model Nthl WT s vyobrazenymi ctyFmi fosforylacnimi misty Ser20),

Ser21, Ser60 a Ser83 na N-termindalnim konci diileZitymi pro vazbu s kvasnicnymi proteiny

14-3-3. Model byl vytvoren pomoci serveru I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/,

University of Michigan, 2011).

1 2 3 456 7 8 9 10

|

“—

L.

e

1 2 3
RUTT
.

N

-

4567 8 9 10
[l sl el ) Jede | |
Sl 1= tnlal

W] R R S T

Obr. 24.: 12 % TBE-PAGE gely demonstrujici interakci pNthl s Bmh1l WT (vlevo) a interakci
PNTH1 s Bmh2 WT (vpravo). Popis drah 1-10: 1 — Bmh, 2 — Nth1 WT, 3 — pNthl WT, 4 —
pNthl WT: Bmh, 5 — pNth1 S20: Bmh, 6 — pNth1l S21: Bmh, 7 — pNth1 S60: Bmh, 8 — pNthl
S83: Bmh, 9 — pNth1 S20+21: Bmh, 10 — pNthil NoS: Bmh. Moldrni pomér Nthl: Bmh je 1:2.
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7.12. Bmhl a Bmh2 tvoii stabilni komplexy s fosforylovanou neutralni trehalasou 1 a

obé kvasni¢né isoformy zvySuji jeji enzymovou aktivitu in vitro

Vysledky sedimentacné rychlostnich méteni ukézaly, ze samotna pNthl existuje
V roztoku jako monomerni ¢astice s molekulovu hmotnosti 86 kDa. Jak bylo zjisténo diive,
Bmh proteiny tvoii stabilni dimery S molekulovou hmotnosti ~ 60 kDa. (Veisova, D. et al.,
2010). Zajimalo nas tedy, v jakém stechiometrickém pomeéru interaguji pNthl s Bmh
proteiny. Sedimenta¢né rychlostni analyza ukazala (viz Obr. 25), ze stechiometrie vazby
komplexu pNth:Bmh je 1:2, tedy ze dimerni molekula Bmh interaguje s jednou molekulou

Nth1. Disocia¢ni konstanty Kp vazby pNthl s Bmhl a pNthl s Bmh2 jsou uvedeny v Tab.
34).

T T T - = -Bmh1
10 ' . A =1 - - - - Nth1
! L i —— Bmh1:pNth1 (2:1)
: M 1 =--= Bmh1:pNth1 (2:2)
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Obr. 25.: Sedimentacné rychlostni analyza: distribuce sedimentacnich koeficientii c(s)
samotné Bmhl, Nthl a komplexii Bmhl:pNthl (2:1), Bmhl:pNthl (2:2) a Bmhl:npNthl (2:1).
Plnou carou je vyznacena interakce Bmhl:pNthl (2:1).

Pro studium ovlivnéni trehalasové aktivity Nth1 pomoci Bmh proteind byla provedena
kinetickd métfeni pNthl a Nthl v pfitomnosti a nepfitomnosti Bmh proteind. Trehalasova
aktivita byla méfena jako mnozstvi glukosy produkované hydrolyzou trehalosy. V souladu se
studii zroku 2008 (Panni, S. et al., 2008) byla namétena aktivita pNthl a Nthl
V nepiitomnosti Bmh proteind velmi nizka (Obr. 26 A). Po navazani Bmh proteinu na

fosforylovanou formu pNthl se jeji aktivita prudce zvysila. V téchto pokusech nebyly
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pozorovany vyznamné rozdily mezi interakci pNth1 a isoformou Bmh1 nebo Bmh2. Vazebna
esej byla méfena i za piitomnosti Ca®* kationtd. Jak bylo zjidténo diive (Franco, A. et al.,
2003), aktivita enzymu Nth1 organismu S. pombe je vyznamné zesilovana po navazani Ca**
pies konzervovany Ca* vazebny motiv. Spekuluje se, ze tato vazba muze ovlivnit oligomerni
stav enzymu Nth1. Ca** vazebny motiv je konzervovany napii¢ viem isoformam S. cerevisiae
a je umistén mezi aminokyselinovymi zbytky 114-125 (D' TDKNYQITIED'®). Z tohoto
diivodu jsme se rozhodli prostudovat ovlivnéni aktivity enzymu Nth1 kationty Ca** (Obr. 26
A, B). Z naméfenych dat vyplyva, ze Ca** (5 mM) zvysuji enzymovou aktivitu pNthl, ovSem
V porovnani s kvasnicnymi proteiny 14-3-3 se jedna o aktivaci mén¢ u€innou. Zajimavé je, ze
v piitomnosti Ca®* i Bmh byla aktivita pNthl vyznamn& niZ§i v porovnani se vzorkem

v piitomnosti pouze Bmh bez Ca®".

>
3
w

(o2}

o
T

1

‘TU)

£

< 50| - 20 - -
£ o~

E [ c

S 40| [ - £

€ - s L o
E 5 15

2 5L pNth1 | | £

= PpNth1 Nth1 pNth1 | |+ Bmh1 o

S Nth1  pNth1 +Ca”  +Bmh1 [+Bmh1f | oo | ] s 10F ®  pNth1+Ca’ -
Q ol | o« ®  pNth1+Bmh1

S A pNth1+Bmh1+Ca”

» 2 ]

-

o
T

|

0 — | I 0 s 1 s 1 L 1 L 1 . 1 L 1
0 5 10 15 20 25 30
[Trehalose] (mM)

Sample

Obr. 26. A: Aktivace enzymu neutrdlni trehalasy 1 in vitro. Nefosforylovana forma Nthl a
fosforylovand pNthl vykazuji v nepritomnosti vazebného partnera Bmh proteinu velice nizkou
aktivitu (sloupce 1, 2), stejné jako interakce nefosforylované formy Nthl s Bmh (sloupec 4).
Po navazani Bmh proteinu na fosforylovanou formu pNthl prudce stoupa jeji aktivita
(sloupec 5). Sloupec 3 demonstruje oviivnéni (zvyseni) aktivity enzymu pNthl po navazani
Ca?" a po navizani Bmh i Ca** (sloupec 6). B: Kinetickd méreni Michaelis-Mentenové
hydrolyzy trehalosy enzymem pNthl v pritomnosti 5 mM Ca* (Ctverce), Bmh proteinu
(kruznice) a obou komponent Ca** i Bmh (trojuthelniky). Reakcni rychlost je vynesena proti
koncentraci trehalosy. Trehalasovou aktivitu jsem merila jako mnozstvi glukosy produkované

hydrolyzou trehalosy. U grafii je uvedena pouze isoforma Bmhl (Veisova, D. et al., 2012).
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Kinetika podle Michaelis-Mentenové hydrolyzy trehalosy enzymem pNthl v pfitomnosti
Bmh1 a/nebo 5 mM Ca?* na molekuly glukosy je uvedena na Obr. 26. B. Reakce probihala
pii 30 °C a pH 7,5. Hodnoty Michealisovy konstanty Ky, Kear @ poméru Kea/ Ky jSou uvedeny
v Tab. 32. Hodnoty uvedené v Tab. 32 nemohly byt porovnany s méfenimi pNthl a Nthl

V nepiitomnosti Bmh a Ca®* kvali jejich velice nizkym enzymovym aktivitam.

Tab. 32.: Hodnoty Michaelisovy konstanty, rychlostni konstanty keax a poméru keal K. Tyto
hodnoty naznacuji, Ze vazba proteinu 14-3-3 vyznamné zvysuje (11x) rychlostni konstantu keat

pNthl Vv porovndni s vazbou pouze 5 mM Ca’".

Km Keat Keat/Km
v pfitomnosti pNthl
Bmh1 8+1mM 71+45st 89st mM™
5mM Ca** 6 + 0,4 mM 62+0,1s" 1,05 mM*
Bmh1 a Ca** 3,6+ 0,7 mM 424257 11,7 st mM™

7.13. Studium oligomerniho stavu Nthl S. cerevisiae pomoci metody analytické

ultracentrifugace

Vysledna data naznacuji (Obr. 27), Ze se enzym Nth1 vyskytuje v pfitomnosti 5, 10 a
15 mM CaCl, v monomerni formé s relativni molekulovou hmotnosti 86 tisic. Z tohoto
davodu usuzujeme, Ze Ca®* zavislou aktivaci pNthl se neméni monomerni stav pNthl

Vv oligomerni.
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Obr. 27.: Distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) Nthl v pritomnosti 0 mM CaCl, (Cernd),
5 mM CaCl; (zelend), 10 mM CaCl; (¢ervend) a 15 mM CaCl, (modra) krivka (Veisova, D. et
al.,2012) .

7.14. Kvasni¢né isoformy proteinii 14-3-3 interaguji s N-koncovou ¢asti pNthl

Hmotnostni analyzou bylo zjisténo, ze se vSechna PKA fosforylaéni mista pNthl
(Ser20, Ser21, Ser60 a Ser83) nachazeji na N-koncové c¢asti enzymu. Z tohoto divodu
usuzujeme, ze kontakt mezi Bmh a pNthl1 proteiny je zprostfedkovan praveé skrze N-koncovou
¢ast Nthl. Pro ovéfeni tohoto piedpokladu byly kolegyni Mgr. Evou Macakovou provedeny
pokusy limitované proteolyzy, které mély objasnit, zda ma vazba proteinu 14-3-3 na pNthl
protektivni charakter z hlediska proteolytické degradace. 10 % SDS-PAGE gely demonstrujici
limitovanou proteolyzu samotnych Nth1l, pNth1 a Bmh1 a v komplexu Nth1 s Bmhl a pNthl
s Bmhl za pfitomnosti protasy trypsinu nebo chymotrypsinu (w/w pomér proteasa/protein byl
1:1000) v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM DTT a 10 %
(w/v) glycerol jsou uvedeny na Obr. 28. Reakce byla zastavena varem v ptitomnosti SDS-

PAGE vzorkového pufru v uréenych casovych intervalech.
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Obr. 28. A: Vzorky proteinii Nthl, pNthl, Bmhl inkubované s proteasou trypsinem po dobu
10 a 20 min pri 25 °C. B: Vzorky proteinit Nthl, pNthl, Bmhl inkubované s proteasou
chymotrypsinem po dobu 10 a 20 min pri 25 °C. C: Komplexy Nthl s Bmhl a pNthl s Bmh1l
inkubované s proteasou trypsinem po dobu 10, 20 a 30 min pri 25 °C. D: Komplexy Nthl
s Bmhl a pNthl s Bmhl inkubované s proteasou chymotrypsinem po dobu 10, 20 a 30 min pri
25 °C (Veisova, D. et al., 2012).

Vysledky z Obr. 28 naznacuji, ze samotny protein Bmhl je (v danych casovych
intervalech) vii¢i proteasam trypsinu a chymotrypsinu odolny. Hmotnostni analyza peptidii
Nth1l a pNthl ziskanych po 30 minutové inkubaci s trypsinem nebo chymotrypsinem za
ptitomnosti Bmh1 proteinu naznacuje jasny protektivni charakter proteinti 14-3-3 N-koncové
¢asti Nthl obsahujici vSechna PKA fosforylaéni mista. N-koncovy segment pNthl byl
Vv pfitomnosti Bmh1 chranén pfed ¢aste¢nou chymotrypsinovou proteolytickou degradaci.
Prvni nalezeny peptid z N-koncové casti udaval signal m/z 1128,56 odpovidajici
aminokyselinové sekvenci 168-176. Signal m/z 1630,78 odpovida N-termindlnimu peptidu
pNthl Ala(-1)-Arg(15), jehoz peptidova sekvence byla potvrzena PSD analyzou.

Vsechny fosforylované serinové zbytky (20, 21, 60, 83) byly detekovany ze ziskanych
bandii proteinu. Pfi Castecné proteolytické degradaci pNthl trypsinem pii 30 minutové
inkubaci v ptitomnosti Bmhl, byly generovany peptidy se sekven¢nim pokrytim od Thr58-
Leu751 a prvni nalezeny peptid od N-koncové ¢asti ukazoval m/z signal 1579,70 odpovidajici

aminokyselinové sekvenci Thr58-Leu70 s potvrzenou fosforylaci PSD analyzou na misté
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Ser60. Souhrnné lIze ¥ici, ze proteiny 14-3-3 interaguji s N-koncovou c¢asti pNthl. Vysledna

data jsou uvedena v Tab. 31.

7.15. Vyznam individualnich fosforyla¢nich mist pNthl p¥i interakci s kvasni¢énymi

proteiny 14-3-3 v pokusech in vitro

Analyza pNthl hmotnostni spektrometrii prokazala, ze PKA fosforyluje neutralni
trehalasu 1 na ctyfech serinovych pozicich (20, 21, 60 a 83) umisténych v N-termindlni
oblasti enzymu (Tab. 31). Vysledna data také ukazuji, ze kvasni¢né isoformy proteint 14-3-3
interaguji s pNthl s vysokou afinitou pravé v oblasti N-koncového segmentu a vyznamné

zvysuji aktivitu enzymu (Obr. 24-28).
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Obr. 29. A: Distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) pro jednobodové fosforylované Nthl
mutantni formy v interakci s Bmhl proteinem. B: Distribuce sedimentacnich koeficientit c(s)
pro jednobodové fosforylované Nthl mutantni formy v interakci s Bmh2 proteinem. Barevné
Jjsou vyznaceny ruzné komplexy Bmh proteinu s: pNthl WT (cerne), pS20 (cervene), pS21
(zelené), pS60 (modre) a pS83 (blede modre). C: Distribuce sedimentacnich koeficientit c(s)
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pro dvoubodové fosforylované Nthl mutantni formy v interakci s Bmhl proteinem. D:
Distribuce sedimentacnich koeficientii c(s) pro dvoubodové fosforylované Nthl mutantni
formy v interakci s Bmh2 proteinem. Barevné jsou vyznaceny riizné komplexy Bmh proteini
S: pNthl WT (Cerné), pS20+21 (cervené), pS20+60 (zelené), pS21+60 (modre), pS60+83
(bledé modre), pS20+83 (magenta) a pS21+83 (Zlutd) (Veisova, D. et al., 2012).

Dale jsme se rozhodli prostudovat, ktera fosforyla¢ni mista Nth1 jsou zodpovédna za
vazbu s proteiny 14-3-3. Pro tuto studii jsem pfipravila ¢tyfi mutantni formy Nth1 obsahujici
pouze jedno fosforyla¢ni misto (Nth1-S20, Nth1-S21, Nth1-S60 a Nth1-S83).

VSechny ostatni seriny byly cilenou mutagenezi pfeménény na alaniny. Nasledné bylo
ptipraveno Sest dvoubodovych mutantnich verzi obsahujicich vzdy dva serinové zbytky
(Nth1-S20+21, Nth1-S20+60, Nth1-S20+83, Nth1-S21+60, Nth1-S21+83 a Nth1-S60+83).
Pro potvrzeni vyznamnosti téchto ¢ty serinovych residui byla pfipravena i mutantni verze
neobsahujici Zadné serinové misto.

Rozdily ve vazebné afinité¢ k proteinim 14-3-3 vSech piipravenych jednobodovych a
dvoubodovych mutantnich verzi fosforylované pNthl byly testovany pomoci metod

sedimentacni analyzy a TBE-PAGE elektroforézy (viz Tab. 33, Obr. 24, Obr. 29).

Tab. 33.: Hodnoty disociacnich konstant komplexu pNthl/14-3-3 Vypocitané z pokusii

sedimentacni analyzy (Veisova, D. et al., 2012).

varianta Nthl pocet fosforylaénich Kg (x 10° M) Kg (x 10° M)
mist Bmhl Bmh2
pPWT 4 0,15+0,1 0,25+0,1
pS20 1 10+3 10+3
pS21 1 10+4 10+3
pS60 1 0,2+0,15 0,25+0,2
pS83 1 0,2=+0,1 0,2=+0,1
pS20+21 2 10+3 10+4
pS20+60 2 0,25+0,1 0,25+0,15
pS20+83 2 0,2+0,1 0,2+0,1
pS21+60 2 03+0,2 1,0£0.2
pS21+83 2 03+0,2 025+0,15
pS60+83 2 0,3+0,15 0,25+0,15

Vazebna afinita jednobodovych a dvoubodovych fosforylovanych mutantnich forem

pNth1 obsahujicich bud’ fosforylaéni misto Ser60 nebo Ser83 ke kvasni¢nym proteintim 14-3-
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3 (Kp se pohybuje v rozmezi od 0,2x10° do 1x10° M) byla zjisténa jako pln& srovnatelna
s vazebnou afinitou pNthl WT, ktery interaguje s Bmhl o Kp 0,15x10° a sBmh2 o Kp
0,25x10° M (viz Tab. 33). Mutantni formy pNth1 obsahujici pouze fosforylaéni mista Ser20
a Ser21 (pNth1-S20, pNth1-S21, pNth1-S20+21) vykazuji velice nizké hodnoty Kp (10x10°
M). Tyto vysledky naznacuji, Ze pro vazbu pNthl skvasni¢nymi proteiny 14-3-3 jsou
nezbytna fosforyla¢ni mista Se60 a Ser83.

Dale byla studovana schopnost zvysit enzymovou aktivitu pNthl vSech pfipravenych

mutantnich forem kvasni¢nymi isoformami proteint 14-3-3 (viz Obr. 30).
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Obr. 30.: Uloha jednotlivych fosforylacnich mist pNthl v interakci s kvasnicnymi proteiny
14-3-3 v pokusech in vitro. Specificka trehalasova aktivita samotné pNthl WT je uvedena
V cerném sloupci. Ostatni mutantni formy pNthl v pritomnosti Bmhl proteinii a 30 mM

trehalosy jsou uvedeny v bilych sloupcich (Veisova, D. et al., 2012).

Trehalasova aktivita byla méfena jako produkce glukosy v pfitomnosti 30 mM
trehalosy. Tato méfeni odhalila podobné vysledky jako vazebné pokusy. Aktivita mutantnich
forem obsahujicich pouze fosforyla¢ni mista Ser20 a Ser21 (pNth1-S20, pNth1-S21 a pNth1-
S20+21) v komplexu s Bmh je srovnatelna s aktivitou nefosforylované Nthl, fosforylované

pNth1-NoS a pNthl WT v neptitomnosti proteini 14-3-3. Naopak, mutantni formy obsahujici
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fosforyla¢ni mista Ser60 aSer83 vykazovaly v komplexu s Bmh vyznamné vyssi aktivitu.
Jednobodové fosforylované mutantni formy pNth1-S60 a pNth1-S83 stejné jako dvoubodové
mutantni formy pNth1-S60+83, pNth1-S20+83 a pNth1-S21+83. Piekvapivé ovsem
dvoubodové pNth1-S20+60 a pNth1-S21+60 vykazovaly vyznamné nizsi aktivity, i kdyz jsou
hodnoty jejich vazebné afinity k proteinim 14-3-3 srovnatelné s pNthl WT nebo pNth1-S60
(viz Tab. 33). Ztoho mizeme spekulovat, ze vazba proteinu 14-3-3 rozdilné¢ ovliviiuje
konformaci neutralni trehalasyl ve srovnani s ostatnimi aktivnimi komplexy obsahujicimi

fosforylacni misto Ser60 nebo Ser83.

7.16. Aktivace mutantnich forem neutralni trehalasy 1 v pokusech in vivo

Ulohu fosforylaénich mist uréenych pokusy in vitro, které jsou dilezité pro vazbu
s proteiny 14-3-3, jsme se rozhodli prostudovat v i pokusech in vivo. Bylo piipraveno pét
nthlA transformantt exprimujicich Nth1 WT, Nth1-S60, Nth1-S83, Nth1-S20+21 a Nthl-
NoS. Bunky S. cerevisiae byly kultivovany na médiu obsahujici glycerol. Trehalasova aktivita
byla spusténa piidavkem glukosy do finalni koncentrace 4 % (w/v) (Pernambuco, M.B.,
1996). Graf specifické trehalasové aktivity extraktu kvasni¢nych bunék pied a po glukosovém
ptidavku je uveden na Obr. 31.

Statisticky vyznamna data byla pozorovéana pouze u bun¢k exprimujicich Nthl WT,
Nth1-S60 a Nth1-S83. Nejvyssi hodnoty aktivace byly pozorovany pro Nthl WT (2,4x).
Mutantni formy Nth1-S60 a Nth1-S83, kazda obsahujici jedno fosforylaéni misto, byly
aktivovany 1,2x a 1,5x. Bunky exprimujici Nth1-NoS a Nth1-S20+21 nevykazovaly
vyznamné zmény specifické trehalasové aktivity po glukosovém piidavku. Hodnoty
trehalasové aktivity pozorované v pokusech in vivo jsou nizsi v porovnani s vysledky
ziskanymi z pokust in vitro. Pfi¢inou muze byt nedostate¢na fosforylace Nthl in vivo a/nebo
nizké koncentrace Bmh proteinti, protoze pokusy in vitro probihaly se stechiometricky
fosforylovanou Nthl v nadbytku Bmh proteinti. Aktiva¢ni experimenty in vivo v organismu S.
cerevisae jsou v souladu s experimenty provedenymi in vitro, tedy Ze pro aktivaci Nthl jsou
nezbytna fosforyla¢ni mista Ser60 a Ser83, nikoli Ser20+21.
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Obr. 31.: Graf specifické trehalasové aktivity extraktu kvasnicnych bunék pred a po
glukosovém pridavku (Veisova, D. et al., 2012).
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8. Diskuze

Cist A

Proteiny 14-3-3 jsou dimerni bilkovinné molekuly vyskytujici se ve vSech

eukaryotickych organismech, podilejici se na mnoha bunéénych dé&jich a interagujici
s vysokym poctem vazebnych partnerti. Proto se Vv poslednich letech staly zdjmem mnoha
veédeckych skupin. Jedna se o vysoce konzervované molekuly s charakteristickym tvarem a
velikosti. Oblast C-terminalniho konce se od zbytku molekuly odliSuje vysokou variabilitou a
flexibilitou napii¢ jednotlivymi isoformami.
3( zastava dilezitou autoinhibi¢ni tlohu. V nepfitomnosti vazebného partnera se vaze do
vazebného zldbku 14-3-3( proteinu, a tim zaroven brani vazbé nevhodnych ligandi. Vazbou
fosforylovaného ligandu dojde k vytésnéni C-koncového segmentu z vazebného zlabku a
zvySeni jeho pohyblivosti.

C-koncovy segment kvasni¢nych isoforem je v porovnani s lidskou 14-3-3( isoformou
vyznamné del§i a obsahuje tzv. polyQ opakovani (tzn. 17 za sebou jdoucich aminokyselin
glutamin®l) neznamé funkce. Tato polyQ opakovani jsou V literatufe ozna¢ovana za ptivodce
agregace a toxicity proteind.

Cilem této prace bylo studium konformace C-termindlniho segmentu kvasni¢nych
isoforem proteint 14-3-3 pomoci biofyzikalnich metod. Jak jiz bylo uvedeno vyse, C-
terminalni segment kvasnicnych isoforem obsahuje polyQ segment, ktery hraje roli pfi
proteinové agregaci. Z tohoto duvodu jsme se rozhodli prostudovat oligomerni stav Bmh
proteint. Metody dynamického rozptylu svétla, sedimenta¢ni rychlosti, Casové rozlisené
fluorescencni spektroskopie a gelové permeacni chromatografie naznacuji zdanlivou,
vyznamné vétsi velikost molekul Bmh proteinti v porovnani s lidskou 14-3-3( isoformou. Na
druhou stranu, analyza sedimentaéni rovnovahy jasn¢ ukazuje, Zze kvasnicné Bmh proteiny
tvoii dimery stejné jako ostatni proteiny 14-3-3. M¢feni Casové rozliSené tryptofanové
fluorescence ukazuje, Ze po navazani ligandu na molekulu Bmh, nedochézi k vyznamnym
strukturnim zménadm C-termindlniho segmentu. Odstranénim C-terminalniho segmentu se
vyznamn¢ sniZil hydrodynamicky polomér ziskany metodami dynamického rozptylu svétla a
sedimentacni analyzou u obou Bmh proteinii stejné¢ jako eluc¢ni objemy ziskané metodou

gelové permeacni chromatografie. Tyto vysledky naznacuji, ze C-terminalni segment Bmh
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proteinil zaujima natazenou konformaci a pravdépodobné nema autoinhibi¢ni funkci, jako je

tomu u lidské 14-3-3( isoformy.
Cist B

Neutralni trehalasa 1 je enzym zajistujici degradaci neredukujiciho disacharidu
trehalosy na dvé molekuly glukosy. Trehalosa je v kvasni¢ném organismu nahromadéna jako
piirozena odpoveéd na stresové situace. Bylo zjisténo (Panni, S. et al., 2008), ze kvasni¢né
isoformy proteini 14-3-3 interaguji s neutralni trehalasou 1 a ovliviiuji jeji enzymovou
aktivitu.

Pro objasnéni mechanismi interakce neutralni trehalasy 1 s kvasni¢nymi proteiny 14-
3-3 jsme se rozhodli prostudovat, ktera PKA fosforylacni mista jsou dilezitd pro tuto
interakci in vitro. Metoda hmotnostni spektrometrie ukazala, ze se jedna o Ctyfi serinové
pozice Ser20, Ser21, Ser60 a Ser83. Ptitomnost téchto fosforylacnich mist byla ovérena TBE-
PAGE elektroforézou (viz Obr. 24). Vysledky sedimenta¢né rychlostnich méfeni vypovidaji
o tvorbé stabilnich komplext fosforylované neutralni trehalasy 1 s kvasni¢nymi isoformami
Bmhl a Bmh2 ve stechiometrickém poméru 1:2, tedy Ze dimer Bmh interaguje s jednou
molekulou pNthl. Dale bylo potvrzeno, v souladu se studii z roku 2008 (Panni, S. et al.,
2008), ze je naméiena aktivita pNth1l a Nth1 v nepfitomnosti Bmh proteinti velmi nizka (Obr.
26 A). Po navazani Bmh proteinu na fosforylovanou formu pNthl se jeji aktivita prudce
zvySuje. Dale jsme se rozhodli prostudovat ovlivnéni aktivity enzymu Nthl Ca®" Kkationty
(Obr. 26 A, B). Z namé&fenych dat vyplyva, ze Ca®* zvySuji enzymovou aktivitu pNthl,
ovSem v porovnani s kvasni¢nymi proteiny 14-3-3 se jedna o aktivaci méné ucinnou. Po
navazani Ca®* se nezménil monomerni stav molekuly Nthl na oligomerni. Metodou
hmotnostni spektrometrie a limitované proteolyzy se potvrdila hypotéza interakce proteinli
14-3-3 s N-koncovou casti pNthl. Kinetické studie v pokusech in vitro ukazaly na dvé
Ser83. Ostatni dvé fosforylacni mista Se20 a Ser21 se ucastni interakce s proteiny 14-3-3,
nejsou ovSem pro tuto vazbu esencidlni. Tyto vysledky koresponduji s naméfenymi daty v

pokusech in vivo, kde se rovnéz potvrdila vyznamna tloha fosforylacnich mist Ser60 a Ser§83.
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9. Zavérecné shrnuti

A. Pouzitim raznych biofyzikalnich technik jsme ukazali, ze C-termindlni konec Bmh
proteini zaujima vyrazné odlisSnou konformaci v porovnani s lidskou 14-3-3( isoformou.
Podle dosazenych vysledkii zaujima C-koncovy segment Bmh proteini natazenou
konformaci, ktera pravdépodobné brani jeho ,,slozeni* do vazebného zlabku, coz zplsobuje
zdanlivou vétsi velikost molekuly. Z tohoto diivodu se mizeme domnivat, ze C-terminalni
konec kvasni¢nych isoforem proteinti 14-3-3 neplni funkci autoinhibitoru, jako je tomu

Vv ptipad¢ lidské 14-3-3( isoformy.

B. Pouzitim metod hmotnostni spektrometrie, sedimentac¢ni analyzy a kinetickych
studii jsme ukazali vyznam a ovlivnéni jednotlivych fosforylacnich mist Nthl pfi interakci
kvasni¢nych isoforem proteini 14-3-3 Bmhl a Bmh2 skvasni¢nou isoformou Nthl.
Esencidlni pro vazbu proteinli 14-3-3 s Nthl jsou fosforylacni mista Ser60 a Ser83 Nthl

nachazejici se na neusporadaném N-koncovém segmentu molekuly.

110



10. Souhrn

Proteiny 14-3-3 jsou dimerni molekuly s charakteristickym tvarem a velikosti okolo
30 kDa wvyskytujici se ve vSech eukaryotickych organismech. Zastavaji klicové role
Vv rozmanitych bunéénych procesech, jako jsou signalizace, bunééné déleni, apoptdza atd.
C-koncovy segment lidské isoformy proteinu 14-3-3( zastava dulezitou autoinhibi¢ni ulohu,
kdy se v nepfitomnosti vazebného partnera vaze do vazebného zlabku tohoto proteinu, a tim
zaroven brani vazbé nevhodnych ligandii. Struktura C-koncového segmentu nebyla dosud
identifikovana v zadné z publikovanych krystalovych struktur. Oblast C-koncového segmentu
je, na rozdil od helikalni oblasti al-09, sekvenéné vysoce variabilni. Usuzuje se, Ze C-
koncovy segment je velmi flexibilni a mize zaujimat fadu riznych konformaci.

Kvasni¢né isoformy proteinti 14-3-3 Bmhl a Bmh2 se vyznacuji vyznamné del$im
C-koncovym segmentem s neznamou funkci obsahujici polyglutaminové sekvence. Uloha
C-koncovych ¢asti kvasni¢nych proteini Bmhl a Bmh2 byla prostudovana rozmanitymi
biofyzikalnimi technikami. M¢éfeni dynamického rozptylu svétla, sedimentacni rychlosti,
Casoveé rozliSeného dohasinani anizotropie fluorescence a gelové permeacni chromatografie
naznacuji zdanlivou, vyznamné vétsi velikost molekul proteini Bmhl a Bmh2 v porovnani
s lidskou isoformou 14-3-3(. Z tohoto dtivodu je mozné spekulovat, ze C-koncovy segment
kvasni¢nych proteini Bmh zpasobuje tvorbu vyssich oligomerti nez jsou predpokladané
dimery. Na druhou stranu, metoda sedimenta¢ni rovnovahy jasné prokazala, ze kvasni¢né
proteiny 14-3-3 tvoii stabilni dimery. Tryptofanova fluorescen¢ni méfeni naznacuji, Ze vazba
ligandu neplisobi Z4adné dramatické konformacni zmény C-koncové c¢asti. Odstranéni
C-koncového segmentu némélo vyznamny vliv na vazebnou afinitu proteini Bmh studovanou
pomoci metody stacionarniho méteni anizotropie fluorescence.

V roce 2008 bylo zjisténo, Ze kvasnicné proteiny Bmh1 a Bmh2 interaguji s enzymem
neutralni trehalasou 1 (Nthl). Nthl je zodpovédnd za degradaci neredukujiciho disacharidu
trehalosy na dvé molekuly glukosy. Kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteini Bmhl a Bmh2
zvysuji prostiednictvim vazby zavislé na fosforylaci aktivitu Nthl. Ke studiu interakce Nthl
S proteiny Bmhl a Bmh2 byly pouzity techniky nativni gelové elektroforézy, méfeni
enzymové kinetiky a sedimentacni rychlosti. Bylo zjisténo, ze kinasa PKA fosforyluje Nthl in
vitro na ctyfech serinovych pozicich (20, 21, 60 a 83) in vitro, které se nachazeji na
neusporadaném N-koncovém segmentu tohoto enzymu. Vysledky sedimentacni analyzy a

enzymové kinetiky naznacuji, ze obé kvasni¢né isoformy proteind 14-3-3 tvoii s Nthl stabilni
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komplexy a vyznamné zvySuji jeji enzymovou aktivitu. Aktivace Nthl zprostiedkovana
vazbou 14-3-3 je v porovnani s kationty Ca®* mmnohem vice ué¢inna. Kinetické studie
mutantnich forem provedené v pokusech in vitro a in vivo jasné dokazuji, ze za aktivaci Nthl
pomoci proteini Bmh jsou primarné odpovédna fosforylacni mista Nth1 na pozicich Ser60 a
Ser83.

Znasich vysledkti vyplyvéa, ze C-koncovy segment kvasni¢nych proteini zaujima
natazenou konformaci, kterd vyvolava zdéanlivé vets$i velikost molekuly a pravdépodobné
nema autoinhibicni funkci, jako je tomu u lidské 14-3-3( isoformy. Pro aktivaci Nthl
prostiednictvim PKA a kvasni¢nych isoforem proteini 14-3-3 jsou dulezita zejména

fosforyla¢ni mista Ser60 a Ser83.
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11. Summary

The 14-3-3 proteins are dimeric molecules with a characteristic shape and molecular
mass about 30 kDa found in all eukaryotes. They are playing a key role in a variety of
biological processes such as signal transduction, cell differentiation and apoptosis. The C-
terminal segment of human 14-3-3( plays an important role as an autoinhibitor which can
occupy the ligand binding groove in the absence of binding partner and blocks the binding of
inappropriate ligand. The C-terminal segment structure has not been identified for any of the
known crystallographic structures. Unlike the helical region al-a9, the C-terminal segment
shows the highest sequence variability. It is believed that the C-terminal segment is the most
flexible region and can exist in a lot of conformations.

The yeast isoforms of the 14-3-3 proteins Bmh1 and Bmh2 possess a distinctly variant
C-terminal segment which is longer and contains a polyglutamine stretch of unknown
function. The role of this C-terminal part has been studied with many of different biophysical
methods. Dynamic light scattering, sedimentation velocity, time resolved fluorescence
anisotropy decay, and size exclusion chromatography measurements showed that an apparent
size of the molecules Bmh1l and Bmh2 is significantly bigger compared to the 14-3-3
isoforms. Therefore, it is reasonable to speculate that the C-terminal segment of the Bmh
protein either induces formation of bigger oligomers than expected dimers. On the other hand
analysis of the SE data revealed that Bmh1l and Bmh2 form stable dimers. Time resolved
tryptophan fluorescence experiments revealed no dramatic structural changes of the C-
terminal segment upon the ligand binding. The removal of the C-terminal segment does not
have any significant effect on binding affinity of Bmh proteins which was studied by
fluorescence anisotropy-based binding assay.

In 2008 it was found out that yeast 14-3-3 proteins Bmh1 and Bmh2 can interact with
an enzyme neutral trehalase 1 (Nthl). Nth1 is responsible for degradation of nonreducing
disaccharide trehalose into two molecules of glucose. The enzymatic activity of Nthl in yeast
is enhanced by 14-3-3 protein binding in a phosphorylation dependent manner. Native gel
electrophoresis, sedimentation analysis, and enzyme kinetics measurement were used to study
the interaction between Nthl and yeast 14-3-3 isoforms Bmhl and Bmh2. We determined
four serine residues that are phosphorylated by PKA in vitro (20, 21, 60 and 83), which all are
located in a disordered N-terminal segment of Nthl. Sedimentation analysis and enzyme
kinetics measurements show that both yeast 14-3-3 isoforms form a stable complex with
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phosphorylated Nth1l and significantly enhance its enzymatic activity. The 14-3-3 dependent
activation of Nthl is significantly more potent compared to calcium dependent activation.
Kinetic studie sof mutant forms in vitro and in vivo suggest that phosphorylation sites Ser60
and Ser83 are primarily responsible for PKA-dependent and 14-3-3-mediated activation of
Nth1.

Taken together, the C-terminal part of Bmh proteins adopts an open and extended
conformation, thus increasing the apparent molecular size and thus the C-terminal segment

can hardly function as an autoinhibitor.
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