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Proteiny tepelného Soku Hsp70/Hsp90 (Heat-shock protein
70/90) jsou nepostradatelnou soucasti bunéfnych systému
podilejicich se na wudrZzeni proteinové homeostaze.
Fyziologickd funkce Hsp70/90 je podminéna existenci
proteinovych komplexti téchto chaperont s tzv. ko-chaperony.
Jednim z motivll podilejicich se na téchto protein-
proteinovych interakcich je tzv. TPR (tetratricopeptide repeat)
doména. Tato prace se zabyva charakterizaci potencialniho
TPR ko-chaperonu — proteinu LONRF3. V teoretickém tivodu
je popsana role molekuldrnich chaperoni a ko-chaperont
v systémech udrzujicich bunécnou proteinovou homeostazi
ataké  dosavadni  poznatky o proteinech = LONREF.
V experimentalni ¢asti prace byla zkoumana struktura
a funkce proteinu  LONRF3 pomoci biochemickych
a molekuldrné¢  biologickych metod vcetné limitované
proteolyzy, interak¢énich studii a qRT-PCR. Vysledky ukazaly,
ze je protein LONRF3 asociovan s chaperony Hsp70 a Hsp90,
byla zjiSténa jeho subcelularni lokalizace a také jsme prokazali
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The physiological function of Hsp70/90 is influenced by
protein complexes of these chaperones with their
co-chaperones. Protein-protein interactions are controled by
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1 Uvod a cile prace

Proteiny se ucastni vSech biologickych procest. Eukaryotni buiiky obvykle exprimuji
vice nez 10 000 druhii proteind, které jsou na ribozomech syntetizovany v podobé
linedrnich fetézch tvotfenych az nékolika tisici aminokyselinami. K tomu, aby mohly plnit
svoji funkci, musi byt slozeny do své pfirozené trojrozmérné konformace. Udrzeni
konformacni stability je vSak vazano na fyziologické prostiedi (Dobson et al., 1998, Hartl
et al.,2011). Kviili tomu nezaujima podstatna ¢ast vSech proteinti eukaryotickych bunék
(20-30 %) svou konformaci, dokud nedojde k interakci s jejich vazebnymi partnery
a stabilizaci jejich struktur (Dunker et al., 2008). Poskladani proteinti do jejich funkcni
konformace, udrzeni proteinové integrity a proteinova homeostaza proto velmi zavisi
na komplexni proteinové siti tzv. molekularnich chaperonii. Clenové téchto proteinovych
rodin jsou znamy jako stresové proteiny ¢i proteiny tepelného Soku (heat-shock proteiny,
Hsp) a jsou klasifikovany podle svych molekulovych hmotnosti na Hsp40, Hsp60, Hsp70,
Hsp90, Hspl00 a malé Hsps. Hlavnimi Glohami chaperont jsou: zamezeni tvorby
proteinovych agregatii, piipadné jejich rozruseni, pomahaji sklddat nové syntetizované
proteiny ¢i asistuji pii opétovném skladani chybné slozenych proteinti (Kim et al., 2013).
Proteiny, které se pii téchto procesech s molekuldrnimi chaperony asociuji a napomahaji
jejich funkci, jsou ozna¢ovany jako ko-chaperony. Rada ko-chaperonti obsahuje tzv. TPR
(tetratricopeptide) domény, které umoziuji jejich vazbu k molekuldrnim chaperontim.

Pracovni skupina dr. Miillera ve vyzkumném centru RECAMO je zaméfena
prevazné na studium molekularnich chaperoni Hsp70, Hsp90 a jejich ko-chaperonti.
Pii hledani novych potencialnich ko-chaperonti obsahujicich TPR domény byl na tomto
pracovisti identifikovan protein LONRF3 (LON peptiddza N-terminalni doména a RING
prstovy protein 3) jakoZto moZny interak¢ni partner Hsp70/90.

Cilem této prace je ivodni studium struktury a funkce proteinu LONRF3. Soucasti
prace bude klonovani genu pro protein LONRF3 do expresnich vektort pro bakterialni
produkci proteinu, optimalizace jeho purifikace a néasledné strukturni analyza pomoci
limitované proteolyzy a vodik/deuteriové vymény v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (HDX-MS). Dale bude purifikovany protein pouzZit pro piipravu
a charakterizaci specifickych monoklonalnich protilatek. DlleZitou soucasti diplomové
préace bude analyza protein-proteinovych interakci proteinu LONRF3 s chaperony Hsp70
a Hsp90 v bunéénych lyzatech pomoci riiznych variant metody pull-down. Pfi funkéni

analyze proteinu LONRF3 ur¢ime a experimentalné verifikujeme jeho subcelularni
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lokalizaci a stanovime miru exprese genu LONRF3 v zéavislosti na pfitomnosti
proteotoxického stresu pomoci metody qRT-PCR (kvantitativni polymerazova fetézova

reakce v realném Case).
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2 Proteinova homeostaza - proteostaza

Kontrola kvality proteini a udrZzovani proteinové homeostaze neboli proteostaze jsou
kli¢ové pro zdravi buné€k i celého organismu. Proteostaza je udrzovana diky integrované
siti proteostatickych systéma. Témito systémy jsou: sit’ molekuldrnich chaperontl a jejich
regulatort (fidi zejména de novo skladani a preskladani proteintl), ubikvitin-
proteasomovy systém (UPS) a kaskada dé&jii oznaCovanych jako autofagie (Obr. 1) (Hartl
etal.,2011).

které se podili na udrZeni proteostdze vcetné¢ patologii, které nastanou pfi selhani

nekterého ze systému.

translace 8 ribozom

neslozeny protein
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Obr. 1 Uloha chaperonii v udrZovani bunééné proteostize. Upraveno dle (Hartl ez al., 2011).

2.1 Heat-shock protein 70

Heat-shock proteiny 70 (Hsp70) tvofi rodinu velmi konzervovanych molekularnich
chaperont s molekulovou hmotnosti 70 kDa. Vyskytuji se napfi¢ vSemi fiSemi organisml
kromé nékterych archei - u bakterii (DnaK), rostlin (atHsp70 - Arabidopsis thaliana),
kvasinek (Ssa) a clovéka (Hsp70). Porovnanim sekvenci prokaryotniho DnaK
z Escherichia coli (E. coli) a eukaryotniho Hsp70 byla zjisténa piiblizn¢ 50% shoda
v jejich aminokyselinové sekvenci (Daugaard et al., 2007, Gupta, 1998).



V lidskych bunkach existuje 16 izoforem Hsp70, které spole¢né tvofi ptiblizné 2 %
exprimované izoformy patii heat-shock cognate protein 70, Hsc70 (v jadfe a cytosolu),
dale mitochondrialni mtHsp70 a protein véazici imunoglobuliny (BiP)
v endoplasmatickém retikulu (Daugaard et al., 2007).

Hsp70 jsou dilezité u mnozstvi bunéénych pochodu jak pfi fyziologickém stavu
buniky, tak béhem stresu (zména teploty, zvySeni vapenatych kationtii, ptitomnost té¢zkych
kovli apod.). Pomahaji pieskupovat chybné slozené a nové syntetizované proteiny,
rozrusuji shluky proteind a asistuji i pfi transportu vezikul. Diky témto funkcim jsou
nezbytné pro udrzeni proteinové homeostdze (Mayer a Bukau, 2005).

Roli Hsp70 v jadfe a jadérku se zaobiral tym dr. Kotoglou. Bylo zjisténo, Ze je
molekularni chaperon soucasti drah podilejicich se na ochran¢ jaderné nebo ribosomalni
DNA pted jednofetézcovymi zlomy. Zarovenn zkoumali i molekularni mechanismus
tohoto systému. Bylo objeveno, ze Hsp70 kolokalizuje s PARP-1, vaze se na jeho BCRT
doménu a vaze i souasné¢ XRCCI1 s PARP-1, coZ naznacuje, Ze by tento chaperon mohl

zaujimat funkci na trovni opravy DNA a bazové excisni opravy (Kotoglou et al., 2009).

2.1.1 Struktura Hsp70

Hsp70 se skladaji ze dvou domén, jejichz struktura je siln€ ovlivnéna vazbou ATP/ADP.
Na N-konci se nachazi konzervovana nukleotid vazebna doména (NVD) s ATPazovou
aktivitou a na C-konci je vice variabilni substrat vazebnd doména (SVD). Obé domény

jsou navzajem spojeny kratkou hydrofébni sekvenci (Obr. 2) (Aprile et al., 2013).

Obr. 2 Krystalova struktura Hsp70. a) substrat vazebna doména (PDB: 1DKZ) b) nukleotid vazebna
doména (PDB: 4B9Q)
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SVD doména se skldda ze dvou subdomén 10 kDa helikélni a 25 kDa B-listové
subdomény. Helikdlni doména je sloZena z péti helixi, pficemz helix B interaguje se
smyckami B-helikdlni domény a uzavira tak vazebné misto pro substrat jako viko.
Na C-konci SVD je konzervovany motiv EEVD (Glu, Glu, Val, Asp) umoznujici
interakci s nékterymi ko-chaperony (Mayer a Bukau, 2005).

NVD vytvafi tetramer ze dvou poddomén I a 11, jeZ jsou rozdéleny na podjednotky
A/B. Mezi poddoménami je vytvofen zldbek pro vazbu ATP/ADP a hotecnatého
a draselného kationtu (Flaherty et al., 1990, Kityk et al., 2012).

2.1.2 ATPazovy cyklus Hsp70

Navazani substratu je alostericky regulovano vazbou ATP/ADP (Obr. 3). Tim vznikaji
dva konformaéni stavy Hsp70: A) s navazanym ATP — ,oteviend konformace* (nizka
afinita k substratu) B) s navazanym ADP — ,uzaviend konformace® (vysoka afinita
k substratu). Samovolny piechod by byl mezi témito stavy velmi pomaly, proto potiebuje

Hsp70 své ko-chaperony (Mayer a Bukau, 2005).

substrat vazebna doména

nukleotid vazebna doména

Obr. 3 Konformaéni zmény Hsp70 s ATP/ADP. a) ADP vazebny stav b) ATP vazebny stav.
Upraveno dle (Saibil, 2013).

ATPazovy cyklus zacina interakci Hsp70 s proteiny obsahujicimi tzv. J-doménu,
¢imz dochazi k vyraznym konformacnim zménam proteinu vedoucich k hydrolyze ATP
a uzavieni aktivniho mista-substratové domény B (Obr. 4). (J-proteiny stimuluji
ATPézovou aktivitu az 1000krat). Jakmile je v NVD piitomno ADP, helix B ,,ptiklopi*
klientsky protein v SVD jako viko. K ndslednému uvolnéni slozeného klientského
proteinu z chaperonu je zapotiebi pomoci nukleotid vyménného faktoru (NEF-nuleotide
exchange factor) uvolnit ADP a nésledné navazat ATP (Kampinga a Craig, 2010, Mayer,
2013).
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slozeny klientsky (@
protein

Obr. 4 ATPazovy cyklus Hsp70. 1,2) Klientsky protein je dopraven J-proteinem do Hsp70.
3) Po hydrolyze ATP dochazi k uzavteni klientského proteinu v SVD. 4,5) Vazbou NEF je ADP
vyménéno za ATP. 6) Po navazani ATP nastanou konformaéni zmény v SVD vedouci k uvolnéni
slozeného klientského proteinu. Upraveno dle (Kampinga a Craig, 2010).

2.2 Heat-shock protein 90

Heat-shock proteiny 90 jsou evolu¢né konzervované molekularni chaperony, které utvari
spolu s Hsp70 a svymi ko-chaperony chaperonovou masinérii, diky niz v sav¢ich
bunkach stabilizuji a aktivuji vice nez 200 proteinti (Makhnevych a Houry, 2012). Hsp90
se vyskytuji v bakteriich, v§ech eukaryotech a patrné se nevyskytuji u archei. Ackoliv
neni bakteridlni HtpG pro E. coli nezbytny, pro eukaryotni buiky je Hsp90 esencialni
(Borkovich et al., 1989, Versteeg et al., 1999). U savci jsou zndmy dvé hlavni
cytoplasmatické izoformy — majoritni Hsp90a, jejiZz exprese je aktivovana stresovymi
podminkami a konstitutivné exprimovand minoritni Hsp90f (Csermely et al., 1998).
Izoformy Hsp90 existuji 1 v dal§ich bunéénych kompartmentech: Grp94 (glucose-
regulated protein 94) v endoplasmatickém retikulu a Trap-1 (TNF receptor-associated
protein 1) v mitochondrialni matrix (Felts et al., 2000, Sorger a Pelham, 1987).

Jak jiz bylo zminéno, Hsp90 jsou pro eukaryotni bunky nepostradatelné a to
zejména kvili udrZzovani bunétné proteostaze. Podili se mimo jiné na regulaci
transkripce, opravach DNA, bun&né homeostdze, pretvafeni chromatinu, pifenosu
signalu, vnitrobunééném transportu a degradaci proteinti (Pennisi et al., 2015).

Ptiblizné 3 % intracelularniho Hsp90 se nachézi v jadie, kde reguluje nékolik
jadernych pochodt a to zejména aktivitu receptorl pro steroidni receptory (SHR) vcetné
receptortl pro androgeny, glukokortikoidy a estrogeny (Csermely et al., 1998, Trepel et

al., 2010). Hsp90 také reguluje zpetnou vazbou aktivitu heat-shock transkripcniho
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faktoru 1 (HSF1). Vsavéich bunkéach vystavenych proteotoxickému stresu nebo
inhibitoru Hsp90 (geldamycin) disociuji monomery HSF1 od Hsp90 (Obr. 5a). Posléze
podléhaji trimerizaci, jsou pfesouvany do jadra a svou vazbou na promotorové sekvence
nasledné zvysuji expresi heat-shock proteini véetné Hsp70 (Zou et al., 1998). Mimo
regulaci HSF1 a SHR ovliviiuje Hsp90 i dalsi jaderné pochody (Zhao a Houry, 2005).
Piikladem je protein BCL-6 (B-cell lymphoma protein 6), ktery je transkripnim
represorem gentt ATR a TP53. Hsp90 je vazan na BCL-6 a spolecné tak tlumi expresi
cilenych genii (Obr. 5b) (Ci et al., 2009).

a) b)

é «r e l, S ..o

)
(F) ) BCL-&6

Obr. 5 Ovlivnéni jadernych pochodii chaperonem Hsp90. a) Regulace aktivity transkripéniho faktoru
HSF: tepelny Sok zpusobi uvolnéni HSF z Hsp90, nasledné dojde k jeho aktivaci, trimerizaci,
navazani na DNA v misté heat-shock elementi (HSE), ¢imzZ je spusténa exprese heat-shock proteint.
b) Komplex Hsp90 s BCL-6: po navazani komplexu na DNA je potlacena transkripce nékolika tumor
supresorovych gentl, coz prispiva k tumorigenezi. Upraveno dle (Trepel et al., 2010).

Na rozdil od ostatnich chaperont nejsou Hsp90 potfebné pro de novo skladani
proteind, ale spiSe ulehcuji kone¢nou maturaci specifickych (klientskych) proteind. Pro
zajisténi spravného slozeni proteinti plni komplex Hsp90 za normalnich podminek tii
hlavni funkce: 1) specificky interaguji pomoci ko-chaperonii (p23, Cdc37-cell division
cycle 37) svelkym mnozZstvim klientskych proteinli; 2) stabilizuji konformacné
intermediarni stavy proteinll, ¢imz umozni klientskym proteinlim interagovat se svymi

vazebnymi partnery a 3) reguluji degradaci proteinti UPS (Pennisi et al., 2015).

2.2.1 Struktura a konformacni stavy Hsp90

Hsp90 je homodimericky protein nabyvajici oteviené a uzaviené konformace v zavislosti
na vazbé ligandi. Skladéa se ze tfi strukturnich domén a dvou rozvolnénych regiont,
pficemz od N-konce to jsou: 1) N-koncova nukleotid vazebna doména obsahujici misto
pro vazbu ATP; 2) raménko (,,linker*) - variabilni a nabity region spojujici N-koncovou

a prostiedni doménu, ktery se podili na rozpoznani nukleotidu, klientskych proteinti
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a ko-chaperonti; 3) prostfedni doména je zapojena do hydrolyzy ATP a podili se také
na rozpoznani ko-chaperonii; 4) C-koncova dimeriza¢ni doména a 5) konec dimeriza¢ni
domény obsahujici vysoce konzervovanou oblast MEEVD (Met, Glu, Glu, Val, Asp),
ktera je diilezita pro vazbu ko-chaperonti. Jelikoz je dany chaperon vysoce konzervovany,
lze pro popis jeho struktury pouzit i krystalové struktury E. coli HptG, Hsp82
ze Saccharomyces cerevisiae a Grp94 z Canis lupus (Ali et al., 2006, Saibil, 2013, Shiau
et al., 2006, Scheufler et al., 2000).

Struktura dimeru Hsp90 je podobné¢ jako u ostatnich chaperont vyrazné ovlivnéna
ATPéazovym cyklem (Obr. 6). Bez navazaného ATP jsou dva proteiny Hsp90 spojeny
svymi dimerizaénimi doménami do tvaru ,,V* a vytvaii tim otevienou konformaci.
Navazani ATP zplsobi dimerizaci nukleotid vazebnych domén, ¢imz dojde k uzavieni
proteinového dimeru. Hydrolyzou ATP je nasledné, pfes metastabilni konformaci s ADP,
zpuisobeno oddaleni nukleotid vazebnych domén vedouci k oteviené konformaci (Li et

al., 2013b, Saibil, 2013).

Obr. 6 Konformaé¢ni zmény ve struktui‘e Hsp90. a) Bez navazaného ATP je Hsp90 v ,,otevieném stavu®.
b) Navazanim ATP dochazi k dimerizaci nukleotid vazebnych domén. ¢) Hydrolyzou ATP je zptisobeno
oddaleni nukleotid vazebnych domén. Upraveno dle (Saibil, 2013).
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2.2.2 Chaperonovy cyklus Hsp90

Béhem maturace klientskych proteinii spolupracuje Hsp90 v chaperonovém cyklu
s fadou rozdilnych ko-chaperonti, pticemz nejvice prozkoumanou oblasti chaperonovych
komplext je aktivace receptort pro steroidni hormony. Nejprve vytvoii proteiny Hsp70
a Hsp40 s klientskym proteinem ,,pocate¢ni komplex®. Jakmile je tento komplex spojen
pfes adaptorovy protein Stil (stress inducible 1) (ortolog lidského proteinu Hop;
Hsp70-Hsp90 organizing protein) s Hsp90, vznikne ,,komplex intermediarni. V pozd¢&jsi
fazi chaperonového cyklu je uskupen ,.konecny komplex®, ktery je sloZzen z proteina
Hsp90, p23 a peptidyl-prolyl izomerazy. Detailnéji je maturace steroidniho hormonu

popsana nize obrazkem 7 (Li et al., 2013a).

stabilni oteviena konformace

stabilni uzaviena konformace 2 piechodna nestabilni konformace stabilni uzaviena konformace 1

Obr. 7 Chaperonovy cyklus Hsp90. Cyklus za¢ina navazanim proteinu Stil (ortolog HOP) na Hsp90
v jeho oteviené formé, inhibuje ATPAazovou aktivitu Hsp90 a zaroven slouzi jako misto pro navazani
klientského proteinu s Hsp70. Na druhy monomer Hsp90 je navazana peptidyl-prolyl izomeraza.
Synergicka interakce Ahal (aktivator ATPazyl Hsp90), nukleotidu a PPIazy vede k disociaci Stil.
Ahal urychluje ptechod Hsp90 do uzaviené konformace. Jakmile z komplexu odstoupi Ahal a je
navazan p23, dojde ke stabilizaci uzaviené konformace. Po hydrolyze ATP je proteinovy komplex
opét rozvolnén a dojde k uvolnéni p23, slozeného klientského proteinu, ADP a fosfatu. Upraveno dle
(Lietal.,2013a).

2.3 Ostatni tfidy chaperonii

2.3.1 Malé heat-shock proteiny (sHsps)
Malé heat-shock proteiny maji velikost pouze 12-43 kDa a na rozdil od ptfedeslych
chaperonti je jejich funkce nezéavisla na ATP (Haslbeck, 2002). Jsou pfitomny v jadre,

s~ v

membrandch a cytoskeletu a vazi ¢astecné denaturované proteiny, ¢cimz zabranuji béhem

stresu jejich ireverzibilni agregaci. Monomery jsou sloZeny z a-krystalinové domény
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(v priméru 90 aminokyselin) obklopené variabilni C- a N-koncovym usekem a vytvari

oligomery (Jakob et al., 1993, Macrae, 2000, Sun a Macrae, 2005).

2.3.2 Chaperoniny

Chaperoniny jsou velké proteinové komplexy (800-900 kDa) tvofené dvéma prstenci,
které do sebe uzaviraji substratové proteiny o velikosti az 60 kDa, ¢imz jim napomohou
k jejich spravnému slozeni. Chaperoninovy komplex je zavisly na vazbé a hydrolyze
ATP. Podle zavislosti na Hsp10 (GroES) délime chaperoniny na dvé skupiny. Do skupiny
I patii chaperonin Hsp60 (vyskytujici se v chloroplastech a mitochondriich) se svym
ko-chaperonem Hspl0 a chaperonin GroEL (bakteridlni) s ko-chaperonem GroES.
Skupina II se nachazi u arechii (thermosom) a eukaryot (TriC, TCP-1 ring complex) a jsou
nezavislé na ko-chaperonu Hsp10 (GroES).

Nejlépe prostudovanym chaperoninovym systémem je GroEL-GroES z E. coli
interagujici s vice nez 250 riznymi cytosolickymi proteiny (Hartl ef al., 2011, Hartl a
Hayer-Hartl, 2009, Horwich a Fenton, 2009). Aby mohlo dojit k navazani substratového
proteinu do stfedu prstence, prezentuje na svém povrchu apikdlni doména GroEL
hydrofobni aminokyseliny (Tartaglia et al., 2010). Nésledné pteskladani substratu
zavisejici na vazbé GroES je fizeno ATP a zpusobuje rozsahlé¢ konformacni zmény
v GroEL vedoucich k vytvoteni kavity s hydrofilni, negativné nabitou vnitini sténou.
Obklopeny substrat ma v této fazi cas pro své poskladani, dokud neni ukoncena hydrolyza
ATP v komplexu GroES-prstenec. Substrat opousti kavitu po disociaci GroES z prstence,
ktera je tfizena navazanim ATP do protilehlého prstence (Hartl a Hayer-Hartl, 2009,
Horwich a Fenton, 2009, Xu et al., 1997).

2.3.3 Hsp100

Hspl100/Clp patii do superrodiny ATP4az s doménou AAA+ a jsou podle svych
enzymatickych funkci déleny na dv€ podrodiny: A) Hspl104/ClpB ma disagregacni
aktivitu, kterd je vyuzivana ve spojeni s Hsp70 k rozkladu proteinovych agregatii B)
¢lenoveé podrodiny ClpA rozkladaji proteiny, spolupracuji s protedzami (napi. ClpP)
a katalyzuji proteolyzu zévislou na ATP (Ben-Zvi a Goloubinoff, 2001, Neuwald et al.,
1999). Hspl00 je typicky tvoren Sesti prstenci, které obklopuji uzky, centralni otvor
lemovany smyckami interagujici s aromatickymi a hydrofobnimi postrannimi fetézci

substratu. Tyto chaperony obsahuji 1 velmi mobilni N-koncovou doménu, ktera hraje
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klicovou roli v transportu substrati do stfedu prstence nebo umoziuje interakci

s kofaktory (Cranz-Mileva et al., 2008, Zhang et al., 2012).

2.4 Ko-chaperony a TPR ko-chaperony Hsp70/Hsp90

2.4.1 Ko-chaperony ATPazového cyklu Hsp70
Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.1.2 ATPazovy cyklus Hsp70 je zavisly na vazbé
ATP/ADP. K tomu, aby vsak cyklus mohl probihat, potfebuje Hsp70 své kochaperony,

vvvvvv

jsou blize popsany v nasledujicich odstavcich.

J-proteiny

J-proteiny (Hsp40) jsou obsirnou skupinou ko-chaperonti interagujicich s Hsp70.
Zajimavosti je, ze existuje pfiblizné tfikrat vice lidskych J-proteinti nez Hsp70 a kromé
toho vykazuji zna¢né sekvenéni a strukturni odliSnosti, coz je v souladu se skutecnosti,
ze tyto proteiny fidi multifunkénost komplexu Hsp70 (Kampinga a Craig, 2010).
J-proteiny obsahuji konzervovanou oblast — J-doménu (pojmenovanou podle Dnal
z E. coli) — o velikosti pfiblizné 70 aminokyselin, jez je nepostradatelna pro stimulaci
ATPazové aktivity Hsp70. Pro sprdvnou funkci J-domény je dilezity castecné
konzervovany motiv His, Pro a Asp, ktery se nachazi ve smyc¢ce mezi helixy II a III
(Obr. 8a) (Greene et al., 1998). J-proteiny jsou rozdéleny podle pritomnosti domén na tfi

skupiny (Obr. 8b) (Mayer a Bukau, 2005).

a b
) ) J G/F__Zn C
. Typ I
helix II
Typ I | I |

helix I

[T ]

L helix 11T

Obr. 8 Struktura J-proteini. a) Struktura J-domény Dnal z E. coli s vyraznénym His, Pro, Asp motivem.
PDB: 1XBL. b) Typy J-proteint dle pfitomnosti domén. J = J-doména, G/F = oblast bohata na Gly a Phe,
Zn =, doména s motivem zinkového prstu* (zinc finger domain), C = C-terminalni doména).

NEF
Nejlépe probadanym NEF je bakteridlni protein GrpE. Jedna se o dimer, ktery je tvoien
dlouhym a-helixem, na jehoZ konci je nékolik menSich B-smyc€ek a helix@. Interakce

GrpE s DnaK je zprostfedkovana B-listovou doménou, kterd reaguje s doménami IB a [IB
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DnaK, ¢imz nastane pootoceni domény IIB, nésledné otevieni vazebného mista
a uvolnéni ADP. Diky tomu je snizena afinita k substratu v SVD Dnak, klientsky protein
muze byt uvolnén a tim je ukon¢en ATPazovy cyklus Hsp70 (Harrison, 2003, Harrison
etal., 1997).

U eukaryot existuji tfi druhy NEF: Hsp110, HspBP1 (heat-shock prtein 70 binding
protein 1) a Bag (Bcl-2 associated anthogene) proteiny. Piestoze jsou tyto NEF znacné
strukturné odlisné, vSechny interaguji se subdoménou IIB Hsp70 (Bracher a Verghese,

2015).

Hip

Dimer proteinu Hip je antagonistou NEF (Hohfeld et al., 1995). Zpomaluje ATPazovy
cyklus Hsp70 jeho stabilizaci v ADP-vazebném stavu, ¢imz je zvySena afinita substratu
k SVD a je oddaleno uvolnéni klientského proteinu z chaperonového komplexu. Jelikoz
protein Hip obsahuje ve své struktufe TPR doménu, mize byt fazen i mezi TPR
ko-chaperony. Hip zaujima funkci nejenom v ATP4azovém cyklu Hsp70, ale muze také
dopravit komplex Hip-Hsp70-ADP-substrat k Hsp90 nebo do proteazomu k nésledné
degradaci (Obr. 9). Ko-chaperon se pravdépodobné véaze soucasné na dvé molekuly
Hsp70 s navazanym substratem. Tim by nastalo zvyseni interakce Hip-Hsp70 na takovou

uroven, kdy by byl Hip schopen uc¢innéji kompetovat s NEF v NVD Hsp70 (Li ef al.,

2013b).
a
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Obr. 9 Schéma ucasti proteinu Hip v chaperonovém cyklu Hsp70. Dimer Hip stabilizuje Hsp70 v jeho
ADP-vazebném stavu, takze je oddaleno uvolnéni substratu z Hsp70. Kromé ATPazového cyklu mize Hip
napomoci i transportu klientskych proteinti k Hsp90 nebo do proteazomu. Upraveno dle (Li et al., 2013b).

2.4.2 Ko-chaperony ATPazového cyklu Hsp90
Pti maturaci klientskych proteini dynamicky spolupracuje chaperon Hsp90 s fadou svych
ko-chaperont. Vytvari spole¢né binarni nebo ternarni komplexy, ¢imz reguluji riznymi

cestami funkci Hsp90 (napf. urychleni ¢i inhibice hydrolyzy ATP nebo vazba klientskych
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proteint) (Li ef al., 2013a). Mezi nejvyznamngjsi ko-chaperony ATPasového cyklu patii
Ahal, Cdc37 a p23 (Hartl et al., 2011). Pribéh chaperonového cyklu Hsp90 je popsan
v kapitole 2.2.2.

Ahal
Ahal aktivuje ATPazovou aktivitu Hsp90 (Panaretou et al, 2002). Svou vazbou
do N-koncové a prostiedni domény Hsp90 zpilisobi ¢asteéné uzavieni dimeru Hsp90
a vyrazn¢ tak urychli ATPazovy cyklus (Retzlaff et al., 2010). Zaroven G¢inné vytésiuje
Hop/Stil zHsp90 a spole¢né s PPlazou podporuje piechod dimeru z oteviené
do uzaviené konformace (Li et al., 2013a).

Kromé toho hraje tento ko-chaperon dilezitou roli v cystické fibroze, protoze se
ucastni kontroly kvality produkce proteinu CFTR (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator). SniZzenim jeho exprese by mohlo dojit ke zlepSeni fenotypového

projevu zptusobeného defektnim CFTR (Wang et al., 2006).

Cdc37

Cdc37 byl prvné objeven jako esencialni gen pro pribéh bunécného cyklu (Reed, 1980).
Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze se jednd o ko-chaperon Hsp90, ktery zprostfedkovava interakci
mezi chaperonem a znaénym mnozstvim proteinovych kindz (Hunter a Poon, 1997).
S kindzami interaguje tento ko-chaperon prostfednictvim N-koncové domény a svou
C-koncovou doménou interaguje s N-doménou Hsp90. Interakce s Hsp90 vede
ke stabilizaci jeho oteviené konformace a tim i inhibici ATPazové aktivity (Lee ef al.,

2004b, Roe et al., 2004).

p23

p23 je malym, kyselym a konformac¢né specifickym ko-chaperonem, ktery je vdzan svym
rozvolnénym C-koncem pouze do uzaviené konformace Hsp90 (Ali et al., 2006, Weikl
et al., 1999). p23 napomaha maturaci SHR stabilizaci Hsp90 v uzavieném stavu, coZ ma

za nasledek ¢astecnou inhibici hydrolyzy ATP, ktera je nezbytna pro uvolnéni substratu

(Ali et al., 2006, Johnson a Toft, 1995, Weaver et al., 2000).

2.4.3 TPR ko-chaperony
Multiproteinové komplexy jsou vysledkem protein-proteinovych interakci, které jsou
casto umoznény konzervovanymi strukturnimi motivy pfitomnymi na specifickych

proteinech charakteristickych pro dany druh interakce (Ballinger et al., 1999). Jednim
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z téchto strukturnich motivii je TPR doména, ktera se sklada ze 3-16 tandemové
usporddanych TPR repetic. Kazda repetice je tvofena 34 aminokyselinami Doména se
sklada ze dvou antiparalelnich a-helixii, které vytvaii hydrofobni oblast pro
protein-proteinové interakce. Rada ko-chaperonti Hsp70 a Hsp90 obsahuje TPR doménu.
TPR domény téchto proteinti rozpoznavaji a vazi EEVD (Glu, Glu, Val, Asp) motiv
pritomny na C-konci chaperont (Lamb et al., 1995, Scheufler et al., 2000). Interakce TPR
domény a EEVD motivu je zprostiedkovana elektrostatickou interakci karboxylovych
skupin koncového aspartaitu EEVD s péti konzervovanymi rezidui TPR domény. Tyto
dvé karboxylové skupiny vytvaii s aminokyselinovymi zbytky tzv. ,two carboxylate
clamp.“ Proteinové komplexy Hsp70/90 a TPR ko-chaperonti plni v butice fadu funkci
v zavislosti na druhu ko-chaperonu (Obr. 10) (Allan a Ratajczak, 2011).

Q @ —
Strukturni ko-chaperony: 4/ -

Tomm34, Hop LONRF3?

Peptidyl-prolil izomerazy:
FKBP51 Fosfatazy:
PPP5

Ubikvitinace:
Chip

Obr. 10 Priklad funkci proteinovych komplexi tvoienych Hsp70/90 s riznymi druhy TPR
ko-chaperont.

Hop (Hsp70/Hsp90-organizing protein)

Hop hraje dulezitou roli v maturaci SHR, kdy je pfedavan klientsky protein z Hsp70
do komplexu s Hsp90 a soucasné inhibuje jeho ATPazovou aktivitu. Hop obsahuje
N-koncovou doménu TPRI1, nésledovanou regionem bohatym na prolin a aspartat
a dvéma ptilehlymi doménami TPR2a a TPR2b nasledované opét Pro/Asp regionem
(Allan a Ratajczak, 2011, Chen et al., 1996). Na Hsc70 se Hop vaze pomoci TPRI,
rozpoznanim motivu PTIEEVD, zatimco TPR2A a TPR2B se specificky vazany
na Hsp90. (TPR2A rozpoznava pét C-terminalnich residui Hsp90 - MEEVD).
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Chip (carboxy terminus of Hsp70-interacting protein)

Chip je protein interagujici s C-koncem Hsc70 (Ballinger ef al., 1999). Na svém N-konci
ma TPR doménu a na C-konci doménu U-box, ktera fidi jeho ubikvitin ligazovou aktivitu
(tfidi ubikvitinaci proteint cilenych k degradaci proteazomem) (Jiang et al., 2001). Chip

interaguje ptes EEVD motiv i s chaperonem Hsp90 (Brinker et al., 2002).

Tomm34 (34 kDa translocase of the outer mitochondrial membrane)

Tomm34 byl identifikovan béhem hleddni membranovych proteinli zapojenych
do mitochondrialniho importniho mechanismu. Obsahuje dvé TPR domény, po jedné
na N- a C-konci. Byla zjisténa jeho interakce s Hsp70 a Hsp90 (Faou a Hoogenraad,
2012). Prozatim bylo objasnéno, ze TPR1 doména je dilezita pro vazbu Hsp70, zatimco

TPR2 doména zprostfedkovava vazbu na Hsp90 (Trcka et al., 2014).

2.5 Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS)

Regulace degradace proteint je velmi dilezita pro spravny vyvoj a diferenciaci bunék.
Vétsina proteintt je v bunkdch degradovana UPS: nejprve jsou proteiny urcéené
k degradaci kovalentné oznaceny ubikvitinem (76 aminokyselin) a nasledné podlehnou
proteolytické¢ destrukci makromolekularnim proteazomovym komplexem (Johnson,
2015).

Ubikvitinace je uskute¢néna kaskddou tii enzymi: E1 (aktivacni enzym), E2
(konjugacéni enzym-piiblizné 50 druhti) a E3 (ligacni enzym-vice nez 500 druht). El
zahajuje ubikvitina¢ni kaskadu vytvofenim thiolesterové vazby mezi jeho cysteinem
a C-koncovym glycinem ubikvitinu (Ub), aktivovany ubikvitin s E1 je poté pfenesen
transesterifikaci na aktivni cystein E2. E3 se substratem nasledné vaZze komplex Ub-E2,
pficemzZ je ubikvitin pfenesen na lyzinové zbytky substratového proteinu (Obr. 11).
K tomu, aby mohl byt protein degradovan, je zapotiebi pfitomnost alespon ¢tyt ubikvitinli

(Fang a Weissman, 2004).
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Obr. 11 Schéma ubikvitinaéni kaskady. Nejprve je na aktivaéni enzym El navazan ubikvitin (Ub).
Nasledné je Ub pfenesen na konjugacni enzym E2. Substrat (protein, ktery ma byt ubikvitinovan) je
navazan ke specifické E3 ligaze a poté dojde k jejich interakci s E2-Ub. Zavére¢nym krokem je vazba
ubikvitinu na substratovy protein bud’to pfimo z E2 (RING E3) nebo ptes mezikrok (HECT E3).

Polyubikvitinované proteiny jsou nasledn¢ rozpoznany a degradovany 26S
proteazomem, ktery je slozen z katalytické podjednotky 20S a dvéma regula¢nimi
podjednotkami 19S (Obr. 12). Jakmile jsou proteiny dopraveny k proteazomu, dochézi
k jejich deubikvitinaci a rozkladu. Odstranéni ubikvitina¢ni znaCky maji na starosti
deubikvitinaéni enzymy, které jsou v nékterych piipadech asociované s vikem
podjednotky 19S. Rozlozeny a deubikvitinovany protein je nasledné dopraven do ¢asti
208, ktera je slozena ze Ctyft vrstev prstencti majicich kaspazovou proteolytickou aktivitu,
trypsinovou a chymotrypsinovou aktivitu. Spole¢né pak tyto podjednotky rozloZi protein

na kratké oligopeptidy (Gallastegui a Groll, 2010, Groll et al., 1997, Johnson, 2015).

polyubikvitin ~ substratovy protein

19S podjednotka
} 20S podjednotka

pe L 19S podjednotka

} N
Obr. 12 Schéma proteolyzy proteini 26S proteazomem. Ubikvitinovany protein je dopraven
k proteazomu, kde je substrat deubikvitinovan a nasledné podlehne ve 20S podjednotce proteolyze.

2.5.1 E3-ubikvitin ligazy

E3-ubikvitin ligazy jsou obsahlou skupinou proteinti, které obsahuji jednu z funk¢nich
domén HECT, RING ¢i U-box, které jsou popsany nize. Tyto motivy se vyskytuji
u stovek proteinovych sekvenci, coZ naznacuje, Ze by mohly byt potencidlnimi E3

ligdzami (Ardley a Robinson, 2005).

HECT doména (homologous to E6-associated protein C-terminus)
Jednou z prvnich identifikovanych E3 ligdz byla E6-AP1 (E6-associated protein 1).

Pozdé&ji byla v databazich nalezena tada dalSich proteinii s podobnou katalytickou

27



doménou o velikosti pfiblizn€ 350 aminokyselin. Zatimco mé& C-konec HECT
doménového proteinu E3 ligdzovou aktivitu (obsahuje cysteinova rezidua, ktera jsou
akceptory ubikvitinu), N-konec je zahrnut do vazby substratu (Huibregtse et al., 1995,
Scheffner et al., 1993).

Dalsim proteinem s HECT doménou je HUWE1 (HECT, UBA and WWE domain
containing 1, E3 ubiquitin protein ligase) o velikosti 500 kDa. Jeho funkce neni zcela
objasnéna, protoze existuje fada protichidnych vysledkli. Nicméné bylo zjisténo zvysené
mnozstvi genu Huwel v plicnim a prsnim karcinomu. Substraty HUWEI jsou napf.

histony a protein p53 (Adhikary et al., 2005, Bernassola et al., 2008).

RING doména s motivem zinkového prstu (really interesting new gene finger domain)
Rodina RING domén je nejrozsahlejsi skupinou E3 ligaz. Kromé& jejich E3 ligazové
aktivity se podili 1 na fad€ protein-proteinovych a protein-DNA interakci. Tato doména
je bohatd na aminokyseliny cystein a histidin a obsahuje také dva zinec¢naté kationty.
Atomy zinku jsou v komplexu s cysteinovymi a histidinovymi rezidui, ¢imz je zajiSténo
spravné sloZeni a biologick4 aktivita RING domény. Kromé RING domén existuji 1 dvé
podskupiny: RIR doména (md RING mezi RING-RING doménami a obsahuje pouze
jeden zinecnaty kationt) a multiproteinovy komplex E3 ligaz (CRL, Cullin-RING E3)
(Ardley a Robinson, 2005, Borden a Freemont, 1996, Capili ef al., 2004).

Mezi RING doménové E3 ligazy patii MDM?2, ktera ubikvitinaci proteinu p53
reguluje jeho transport zjadra do cytoplasmy k proteazomové degradaci.
Za fyziologickych podminek p53 zvysSuje transkripci genu MDM?2 , zatimco ligdza
MDM2 snizuje mnozstvi p5S3 (Ardley a Robinson, 2005).

U-boxova doména

U-boxovd doména mé velikost 74 aminokyselin a ackoliv ji chybi kli¢ova rezidua
pro vazbu zinecnatych kationtl, je strukturné podobna RING doméné. Mezi nejlépe
probadany protein patii Chip (TPR ko-chaperon, viz vySe). Jeho substraty jsou napf.
CFTR, protein tau, receptor pro glukokortikoidy a transkripcni faktor E2A. Substratovou
specifitu E3 ligazy Chip fidi chaperony Hsp70 a Hsp90. Kromé& ubikvitinace
substratovych proteinii Chip ubikvitinuje také samotny protein Hsp70. Touto ubikvitinaci
je urychleno snizeni mnozstvi Hsp70 pii vy€erpani substratovych proteint (Cyr et al.,

2002, Qian et al., 2006).
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2.6 Autofagie

Degradace proteinil a organel je nezbytna pro spravnou funkci bun¢k a k udrzeni bunééné
homeostaze. Modifikace proteomu pomoci degradace tak umoznuje rychlou adaptaci
bun¢k na zmény extracelularniho prostiedi, coz zajiStuje odstranéni poskozenych
bunéénych komponent pted tim, nez by se mohly stat cytotoxickymi. Autofagie je
lysozomalni systém, ktery je jednim z hlavnich mechanismt udrzujicich v buice
proteostazu. Podle zptisobu jakym jsou proteiny dopravovany do lysozomu, délime
autofagii na makroautofagii, mikroautofagii a chaperony fizenou autofagii (CMA-
chaperone mediated autophagy) (Obr. 13) (Kaushik a Cuervo, 2012, Koga a Cuervo,
2011).

4 /'—' }g‘ltofagozom chaperonovy @ J%

u

endocytoza

mikroautofagie

cytoplasmaticka
membrana

Obr. 13 Autofagie. Prostfednictvim autofagie jsou degradovany napf. proteiny a organely. Béhem
makroautogafie je nejprve rozpoznan cilovy protein ¢i organela, poté jsou postupné ohrani¢eny
membranou, az vznikne autofagozom. Vytvofeny autofagozom nasledné splyne s lysozomem.
Mikroautofagii jsou degradovany proteiny po invaginaci a naslednému zackrceni lysozomalni membrany.
Chaperony fizena autofagie (CMA, chaperone-mediated autophagy) je proces, kdy jsou klientské proteiny
po interakci s chaperonovym komplex piepraveny k adaptérovému receptoru pfitomném na lysozomu.
Jakmile je protein v lysozomu, nastane jeho rozklad. Upraveno dle internetového zdroje 1.

2.6.1 Chaperony Fizena autofagie (CMA)

CMA je selektivni autofagie aktivovana zejména béhem bunécéného stresu. Substratové
proteiny (obsahujici peptidovou sekvenci KFERQ — Lys, Phe, Glu, Arg, Gln) jsou
v cytosolu rozpoznany chaperonovym komplexem Hsc70 se svymi ko-chaperony (Dice
et al., 1986) . Substraty jsou ndsledné dopraveny k povrchu lysozomu, kde jsou navazany
na piislusny receptor a translokovany do lysozomu k néaslednému rozkladu (Tanaka et al.,
2000). Touto autofagni drahou jsou proto degradovany pouze solubilni proteiny a nikoli

ireverzibilni oligomery napf. agregaty a celé organely. S proteinovym komplexem

29



Hsc70-substrat jsou asociovany proteiny Hsp90, Hsp40, Hip, Hop a Bag-1 (Kaushik a
Cuervo, 2012).

2.6.2 Makroautofagie

Makroautofagie neboli chaperony usnadnéna selektivni autofagie (CASA, chaperone
assisted selective autophagy) je spojovana s Hsc70, ktery vaze substratové proteiny spolu
s malym HspBS8. Bag3 ptisobi jako ko-chaperon téchto dvou chaperonti a ulehcuje
interakci s Chip, ktery ubikvitinuje substrat (Carra et al., 2008). Vytvoteni autofagosomu
je fizeno dvéma drahami proteinové konjugace. Prvni je fizen kaskddou Atg (autophagy-
related gene) proteint za vzniku komplexu Atgi6L;, ktery je vystaven na povrch vnéjsi
membrany autofagozomu. Druhou je LC3 (Microtubule-associated protein 1 light
chain 3) systém, ktery je konjugovan s fosfatidylethanolaminem na vné&j$i i vnitini
membrané autofagozomu. Kolem agregovaného proteinu je nasledné vytvofen
autofagozom. Jakmile je membrana uzaviena a autofagozom je kompletni, izolovany
agregat je pomoci vezikularni fize dopraven do lysozomu. Mezi substraty CASA patii
napt. polyglutaminovy huntingtin a velké proteiny (superoxid dismutasa) (Carra et al.,

2008, Kaushik a Cuervo, 2012).

2.6.3 Mikroautofagie

Mikroautofagie je proces zahrnujici zachyceni obsahu cytosolu invaginaci lysozomalni
membrany a naslednd degradace ,uloveného ndkladu“ po zaskrceni lysozomadlni
membrany. U selektivni endozomalni mikroautofagie jsou substraty obsahujici sekvenci
KFERQ rozpoznany Hsc70 (stejné jako u CMA), avSak komplex substrat-chaperon
nevyzaduji pfitomnost adaptérového proteinu na membrané vezikul (Kaushik a Cuervo,

2012).

2.7 Klinicky vyznam chaperoni Hsp70 a Hsp90

V predchozich kapitolach byly zminény tllohy chaperontt Hsp70/90 v udrZovani buné¢né
proteostaze. Jeji naruseni zpuisobuje fadu chorob, a tudiz v poslednich letech vzrista
zajem o studium mechanismu kontroly kvality proteinti.

Zvysena exprese jednoho nebo vice chaperoni v nadorové tkéni je pozorovéana
u mnozstvi nddorovych onemocnéni. Nadprodukce chaperoni je nezbytnd pro
manifestaci fady charakteristickych znakli nddorovych bunék vcetné nekontrolovaného

rustu, inhibice apoptdzy, tvorby metastdzi a zvySené angiogenezi. Je zndmo, ze
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molekularni chaperon Hsp90 umoziuje dynamické zmény v nadorovych buikach
vedoucich k vytvoreni bunééného fenotypu rezistentniho na aplikovanou medikaci, coz
umoziuje progresi daného onemocnéni. Soucasné je znamo, Ze jsou pro ruzné druhy
malignich onemocnéni charakteristické urc¢ité onkogeny, se kterymi miiZze interagovat
Hsp70. Kromé toho roste posledni dobou i diilezitost extraceluldrnich Hsp, které maji vliv
na etiologii nadoru a mozna by mohly mit i efekt na nadorovou imunitu a tvorbu metastazi
(Calderwood a Gong, 2016).

U neurodegenerativnich onemocnénich dochéazi c¢asto k nahromadéni chybné
slozenych proteinti, jakymi jsou napi. inkluzni téliska agregovaného a-synukleinu
u Parkinsonovy choroby, polyglutaminové plaky u Huntingtonovy choroby
a extracelularni B-amyloidové plaky u Alzheimerovy choroby. Deregulace proteostaze
jsou také spojovany s diabetem II. typu a kardiovaskuldrnimi nemocemi (Kim et al.,

2013).

2.8 Proteiny LONRF

Do rodiny proteini LONRF patii proteiny LONRF1, LONRF2 a LONRF3. Jejich
alternativni nazvy a zdakladni charakteristika jsou uvedeny v Tab. 1. V jejich
aminokyselinové sekvenci se nachdzi RING doména (popsana v kapitole 2.5.1), TPR
doména (popsana v kapitole 2.4.3) a N-koncova doména homologni k sekvenci

bakteridlni Lon protedzy.

Tab. 1 Zakladni charakteristika proteini LONRF. Data byla ziskana z uniprot.org.

Nézev Alternativni ndzvy Pocet aminokyselin  Pocet TPR repetic
LONRF1 FLJ23749, RNF191 773 4
LONREF2 FLJ45273, RNF192 754 6
LONRF3 FLJ22612, RNF127 759 4

O proteinech LONRF a expresi jejich gent toho neni zatim pfili§ zndmo. Zvysena
exprese genu LONRF byla pozorovéana u kolorektalniho karcinomu, kdy byly hledany
kandidatni geny zodpovédné za ztratu heterozygozity pfitomné na kratkém raménku
chromozomu 8 (Flanagan et al., 2004). ZvySena exprese genu LONRF2 byla pozorovana
u lidskych adrenokortikdlnich bunék H295R po ovlivnéni bun€k angiotenzinem II

(Romero et al., 2004). LONRF3 byl deregulovany ve striatu mysi pfi vyfazeni ARX ze
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své funkce (knock-out). Pficemz ARX je charakteristicky pro mentalni retardaci a dalsi
neurologickd onemocnnéni (Quille ez al., 2011).

Lon protedzy jsou multiproteinové enzymy nachazejici se ve vSech organismech
a jsou klicovymi enzymy zodpovédnymi za vnitrobunécnou proteolyzu, ¢imz ptispivaji
k udrzeni proteostdzy. Veskeré Lon protedzy obsahuji ATPazovou doménu patiici
k AAA" nadrodiné a proteolytickou doménu. Tyto protedzy jsou déleny na dvé skupiny:
LonA (ma N-doménu) a LonB (bez N-domény) (Lee a Suzuki, 2008, Rotanova et al.,
2006). U Brevibacillus thermoruber je N-doména dokonce zapojena do oligomerizace
Lon proteaz (Lee et al., 2004a). AAA™ protedzy jsou soucasti mnoha bun&¢nych pochodi
vcetné translokace organel a proteini, DNA replikace, transkripce, proteolyzy a rozkladu
multiproteinovych komplext (Rotanova et al., 2006). Eukaryotni buiiky béhem odpovédi
na stres mezi endoplasmatickym retikulem, jadrem a mitochondrii zvysuji produkci Lon
ukazaly, ze je bakteridlni Lon vazan primarné na dvouvldknovou DNA (Chung a
Goldberg, 1982). Vyznam sekvencni homologie proteinti rodiny LONRF s N-koncovym

motivem protedzy Lon neni znam.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pristrojové vybaveni

7900 HT Fast real-time PCR systém (Thermo Fisher Scientific)
fluorescen¢ni mikroskop Eclipse Ti-S (Nikon)

NaNoDrop 2000c¢ (Thermo Fisher Scientific)

T100 Thermal cycler (BioRAD)

3.1.2 Chemikalie

Dpnl restriktaza (New England BioLabs, kat. ¢. R0176)

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche, kat. ¢. 04913850001)
hmotnostni standard pro SDS-PAGE HyperPAGE ladder (Bioline, kat. ¢. BIO-33066)
kit pro izolaci plasmidl - maxiprep (QIAGEN)

kit pro izolaci plasmidt - miniprep (QIAGEN)

Koktejl proteazovych inhibitora (Sigma Aldrich, kat.¢. P8340) fedéno 1:100

LR klonaza (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 11791100)

1Kb DNA Ladder RTU (GeneDirex, kat. ¢. DM010-R500)

matrice pro imunoprecipitaci — Dynabeads G protein (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.
10003D)

Ni-NTA agar6zova matrice (QIAGEN, kat. ¢. 30210)

Pfu tubro polymeraza (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0502)

QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, kat. ¢. 28104)

ReverAid H Minus Reverse Transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0451)
RNeasy mini kit (QIAGEN, kat. ¢. 74104)

Streptavidin-agar6zova matrice (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 20361)

3.1.3 Roztoky a pufry

amidova ¢erni: 0,2% amidova ¢erni v odbarvovacim roztoku

barvici roztok: 1,2mM Coomassie Brilliant blue R250, 45% MeOH, 10% kyselina
octova

blokovaci roztok: 5% susené mléko v PBS s 0,1% Tween-20

Complete sample buffer 2x (CSB): H>O (6,9 ml), glycerol (2 ml), 0,5% bromfenolova
modi v IM Tris-HCI pH 6,8 (0,5ml), 20% SDS (2 ml), 1M Tris-HCI pH 6,8 (1,2 ml),

pted pouzitim pfidan 2-merkaptoethanol (1:9)
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¢inidlo Bradforda: 0,01% Coomassie Briliant blue R250, 95% EtOH, 85% kyselina
fosforecna

ECL (enhanced-chemiluminiscence) A: 0,5mM EDTA, 10mM luminol, 200mM Tris,
405uM kyselina kumarova, pH 8,0

ECL B: 0,5mM EDTA, 50mM octan sodny, 8mM perboritan sodny tetrahydrat, pH 5,0
0,5% EGTA: 13mM EGTA ve sterilnim PBS, pH 7,0

elektroforeticky pufr: 50mM MOPS, 50mM Tris baze, 3,4mM SDS, ImM EDTA,
pH 7,7

Harvest pufr: 10mM HEPES pH 7,9, 50mM NaCl, 0,5M sachar6za, 0,1mM EDTA,
0,5% TritonX-100, tésné pied pouzitim pfidan 1mM DTT (dithiothreitol) a inhibitor
proteaz 1:100

nanaseci pufr LDS 4x: NuPAGE LDS Sample Buffer: 2-merkaptoethanol 4:1

nanaSeci pufr na pro vzorky na agarézovy gel 6x: 30% glycerol, 37mM
bromfenolova modft

NET pufr: 150mM NaCl, 5SmM EDTA, 50mM Tris pH 8,0, 1% NP-40

Odbarvovaci roztok: 45% MeOH, 10% kyselina octova

PBS: 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na,HPO4 12H>0, 2mM KH,PO4, pH 6,8

PBS Tween-20: PBS s 0,1% Tween-20

Ponceau S: 2,6mM Ponceau-S, 183mM kyselina trichloroctova,
118mM sulfonsalycilova kyselina

prenosovy (blotovaci) pufr: 20% MeOH, 25mM Tris baze, 193mM glycin

pufr A: 10mM HEPES pH 7,9, 10mM KCI, 0,imM EDTA, 0,imM EGTA

pufr C: 10mM HEPES pH 7,9, 500mM NaCl, 0,imM EDTA, 0,ImM EGTA,
0,1% NP-40 ,pted pouzitim ptidan 1mM DTT a 1:100 inhibitor protedz

SOC (Super optimal broth with catabolite repression): 0,5% kvasinkovy extrakt,
2% trypton, 10mM NacCl, 2,5mM KCI, 10mM MgSO4, 20mM glukéza

sterilni PBS: PBS sterilné¢ piefiltrovano ve flowboxu

3.1.4 Ristova média

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium): DMEM, 10% fetalni hovézi sérum,
ImM pyruvat, 1% smés antibiotik (penicilin a streptomycin)

LB (Luria broth) médium pro kultivaci bakteridlnich bunék: 10g Bacto-tryptone, 5g
Bacto-yeast extract, 10g NaCl, doplnéno do 11 redestilovanou H»O, pH 7,0,

autoklavovano
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bezsérové médium: DMEM bez aditiv

3.1.5 Bunécné linie
Prokaryotické:
Bakterialni kmen E. coli BL21-(D3)-RIPL
Bakteridlni kmen E. coli TOP10
Eukaryotické (lidské):
HEK 293 — buné¢na linie odvozena od embryonalnich bun¢k ledvin
MCF-7 — bunécna linie odvozend od karcinomu prsu
H1299-N-SBP-Hsp70 — stabiln¢ transfekovand bunécnd linie odvozend od
nemalobunééného plicniho karcinomu exprimujici SBP-Hsp70
H1299-N-SBP-Hsp90 - stabilné transfekovand bunéénd linie odvozend od

nemalobunééného plicniho karcinomu exprimujici SBP-Hsp90

3.1.6 Protilatky

primarni protilatky:

anti-o-tubulin (Sigma Aldrich, T6074)
anti-HA (Moravian biotechnology)
anti-HSF-1-S326-p (Gene Tex, 821403890)
anti-Hsp70 (Moravian biotechnology)
anti-Hsp90 (Moravian biotechnology)
anti-Chip klon 11.1 (Moravian biotechnology)
anti-PARP-1 (Merck Milipore, AM30)
sekundarni protilatky:

protilatka proti mysi s konjugovanou peroxidazou (DAKO)

protilatka proti kralikovi s konjugovanou peroxidazou (DAKO)
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovani lidskych genii: LR reakce
Rekombinacni klonovani pomoci Gateway technologie je rychlym a pfesnym nastrojem
pro klonovani potfebnych sekvenci, kdy je zachovana orientace vlozeného tiseku a nejsou
zapotiebi restrikéni enzymy. Nejprve byly pfislusné sekvence vlozeny do donorového
vektoru za vzniku univerzalni vstupnich vektord (BP reakce) (Hunt, 2005). Pouzité
vstupni vektory pfipravily jiz dfive pracovnici RECAMO (Tab. 2).

Se vstupnimi vektory se sekvencemi gent (LONRF3, Hsp70, Hsp704, Hsp90
a Hsp904) byla provedena rekombinacni LR reakce s ptisluSnym destinacnim vektorem

(Schéma 1, Tab. 2).

3
s % ¥ Up, D K
vstupni vektor X W >\ expresni vektor /) —>

Schéma 1 Pribéh LR reakce. Sekvenci klonovaného genu nesouciho vstupni vektor miizeme jednoduse
vlozit do pfislusného destinacniho vektoru pomoci enzymu LR klonazy (Gateway technologie, Invitrogen).
K rekombinaci dochéazi mezi sekvencemi attL a attR. Ziskany expresni vektor je nasledné transformovan
do bakterialniho kmene E. coli BL21-(DE3)-RIPL nebo TOP10. Ruist E. coli probiha na agarovych plotnach
se selekénimi antibiotiky. X znazornuje rekombinaci.

LR reakce probihala v reakénim objemu 7 pl a obsahovala 150 ng vstupniho
vektoru, 150 ng destina¢niho vektoru, EB pufr a 1,2 ul LR klonazy. Reakce probihala
pfes noc za laboratorni teploty. Nésledné¢ byl k rekombinaéni smési piidan 1 pl
proteindzy K (kvuli inaktivaci klonazy), smés byla inkubovana 10 min pii 37 °C.
Po rekombinaéni reakci byla provedena transformace do bakteridlniho kmene E. coli
BL21-(D3)-RIPL (pro produkci proteint) ¢i E. coli TOP10 (pro produkci plasmidi).
(Pribeh transformace je popséan v kapitole 3.2.2.). Bakterie byly kultivovany na pevném
LB médiu spfidanymi selekénimi antibiotiky ampicilinem (100  pg/ml)
a chloramfenikolem (30 pg/ml) pro kmen RIPL a pouze ampicilinem (100 pg/ml) pro
kmen TOP10.
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Tab. 2 Vstupni a destinacni vektory pouZzité v LR reakeci. Vstupni vektor pENTR221-LONRF3-
dels19KKRK42,-Flc byl ptipraven cilenou mutagenezi, ktera je popsana v kapitole 3.2.11. del = delece, SBP
= streptavidin binding peptide, TEV = sekvence rozeznavana TEV proteazou.

Vstupni vektory Destinacni vektory
pENTR221-rbs-LONRF3-Fls pDEST15-N-Hiss-GST-GW
pENTR221-tev-LONRF3-Fls pDEST17-N-Hisg
pENTR221-rbs-LONRF3-Flc pcDNA3-C-mCherry-GW-DEST

pENTR221-LONRF3dels19KKRK42,-Flc pT7-N-SBP
pENTR221-tev-Hsp70A

pENTR221-tev-Hsp70

pENTR221-tev-Hsp90a

pENTR221-tev-Hsp90A

3.2.2 Transformace bakterii

K pfislusnému rozmrazenému bakteridlnimu kmeni byla pfiddina DNA, se kterou
probéhla inkubace na ledu 20-30 min. Nésledoval tepelny Sok pii 42 °C na 30 s a poté
opét inkubace na ledu (2 min). K transformacni smési byl pfidan 1 ml SOC média a cela
smés byla inkubovéana 50-60 minut na 37 °C na tfepacce. Bakteridlni suspenze byla
stocena (2000g, 5 minut), supernatant dekantovan, pelet rozsuspendovan a nasledné

rozetten na bakterialni plotnu.

3.2.3 Produkce proteinti v E. coli a jejich purifikace
Za Ucelem produkce proteinli byly klonované geny exprimovéany v bakteridlnim
produkénim kmeni E. coli BL21-(D3)-RIPL umoziujici efektivni expresi eukaryotnich
gent. Kodujici sekvence genti pro proteiny LONRF3, Hsp70, Hsp70A, Hsp90 a Hsp90A
byly klonovany do vektoru pT7 kédujiciho N-termindlni SBP (streptavidin-binding
peptide) znacku. Sekvence pro LONRF3 protein byla navic klonovana do vektoru
pDEST15 kodujiciho N-terminalni Hisg-GST znacku, pDEST17 kddujiciho N-terminalni
Hisg znacku a také pDEST17, ktery kromé Hisg znacky obsahuje 1 rozpoznavajici misto
pro TEV proteazu.

Bakterialni kultury byly kultivovany v LB médiu (s antibiotiky chloramfenikolem
30 pg/ml a ampicilinem 100 pg/ml) pti 37 °C do optické hustoty (ODeoo) 0,5. Indukce
genové exprese byla provedena pifidavkem 1mM IPTG (isopropyl-B-D-
thioglukopyranosid) a probihala pfi 30 °C po dobu 3 h. Bakteridlni kultury byly
peletovany centrifugaci po dobu 10 min pii otackach 5000g. Lyze probihala
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v nésledujicih pufrech: 50mM HEPES, 100mM NaCl, 200mM KCI, 10% glycerol,
10 ng/pl avidin, ImM PMSF a 1 mg/ml lysozym, pH 7,4 pro lyzi bun¢k produkujicich
SBP-Hsp70 a SBP-Hsp90 a 50mM HEPES pH 7,5, 0,3% sarkosyl (N-laurylsarcosin),
ImM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) pro lyzi bun¢k produkujicich LONRF3.
Lyze byla usnadnéna 15 min sonikaci v rezimu 8s pulz/52s pauza. Lyzaty byly pfipraveny
centrifugaci po dobu 30 min na 12000g.

Hisg-rbs-LONRF3 a Hisg-tev-LONRF3 byly purifikovany na kolon€ obsahujici
Ni-NTA agarozovou matrici. Hisg znacka vytvaii komplex s Ni**, takZe je na matrici
navazan pozadovany protein a ostatni proteiny a necistoty jsou vymyty (Schéma 2).
K lyzéatim byl pted inkubaci s matrici pfidan TritonX-100 v kone¢né koncentraci 2 %.
Inkubace s matrici probihala 1 hod pfi 4 °C na rotacni tfepacce. Nenavazané proteiny byly
odmyty pufrem 50mM HEPES pH 7,5 a navazany Hiss znaceny protein byl eluovan
250mM imidazolem v 50mM HEPES pH 7,5. Imidazol byl nasledné odstranén pomoci
odsolovacich kolon Zeba 7K (Thermo Scientific) a vyslednd koncentrace purifikovanych
proteind byla stanovena spektrofotometricky (Nanodrop).

U proteinu Hisg-tev-LONRF3 byla odstépena Hisg znacka ptidanim TEV proteazy
v poméru 1:5 (TEV proteédza:Stépeny protein) v pufru obsahujicim S0mM HEPES pH 7,5,
0,3mM TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) a 0,5mM EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid). Reakce probihala pfes noc pfi 4 °C, nasledné bylo
k reakci pfidano MgCly v kone¢né koncetraci 1 mM a inkubovdno 5 min na ledu.
Odstépena Hisg znacka byla zachycena inkubaci s Ni-NTA agardzovou matrici.

Precisténi proteinii se SBP znackou probchlo nasledovné: Na streptavidinové
matrici byly véazany proteiny ptes SBP znacku, matrice byla promyta pufrem
25mM HEPES pH 7,5, 100mM KAc (acetat draselny), 2mM MgCl, a navazané proteiny

byly eluovany 2mM biotinem.
y o v

inkubace lyzatu

y
. » *ﬂ
s matrici = 1 . eluce

°
o L

Schéma 2 Znazornéni principu purifikace proteinii pomoci specifickych znacek. Nejprve je bakterialni
lyzat inkubovan s piislusSnou matrici, pficemz dochazi ke specifické vazbé mezi proteinem se znackou
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a zvolenou matrici. Nasleduje promyti, kdy jsou odstranény nezadouci proteiny a kontaminace a na zaver
je eluovan navéazany protein.

3.2.4 SDS-PAGE

Ke vzorkim lyzati a purifikovanych proteintt pro SDS-PAGE (polyakrylamidova
elektroforéza s dodecylsiranem sodnym) bylo pfidano 4xLDS v poméru 3:1. Vzorky byly
5-10 minut povafeny. Bakteridlni pelety byly rozsupendovany v horkém 2x CSB
s 2-merkaptoethanolem, 10 minut povafeny a pulsné stoCeny v centrifuze.
Pro SDS-PAGE byl pouzit 5% zaostfovaci gel a 10% d¢lici gel a elektroforeticky pufr
(Tab. 3). Separace probihala nejprve 10 min na 90V a poté 60-90 minut na 135V. Gely
byly dle potteby bud'to obarveny Coomassie nebo byly pouzity pro pienos proteinil
na membranu.

Tab. 3 SloZeni zaostfovaciho a déliciho gelu pro SDS-PAGE.

Zaostiovaci gel (5%) Deélici gel (10%)

H.O 0,4 ml 1,18 ml
30% N,N “methylenbisakrylamid 1,8 ml 1,96 ml
1,5M Tris pH 8,8 1 ml
0,5M Tris pH 6,8 0,25 ml

20% SDS 12 pl 20 ul
10% APS 17 ul 12 pl
TEMED 5ul 18 ul

3.2.5 Coomassie barveni

Gel byl po ukonceni SDS-PAGE omyt deionizovanou vodou a poté fixovan
v odbarvovacim roztoku po dobu 5 min. Nasledné byl gel barven ptiblizné¢ 60 minut
v barvicim roztoku a poté byl odbarven odbarvovacim roztokem, pficemz byl roztok dle
potfeby nckolikrat vyménén. Odbarveni probihalo, dokud nebyly jednotlivé prouzky

dobi'e pozorovatelné.

3.2.6 Prenos proteinii na membranu (westernovy pi‘enos) a imunodetekce

Pro pfenos proteini na nitrocelulézovou membranu byl pouzit gel po SDS-PAGE.
Aparatura byla sestavena v potfadi: houba, 2x papir Whatman, gel, nitrocelul6zova
membrana, 2x papir Whatman a houba. Samotny pifenos proteint probihal v pfenosovém
pufru 1 h pfi napéti 100 V. Pro kontrolu uspé$nosti byla membréana obarvena v Ponceau
S. Nasledn¢ byla membrana blokovéana po dobu 1 h v 5% mléku s PBS 0,1% Tween-20.

Poté byly na membranu naneseny primarni protilatky v fedéni 1:1000 v blokovacim

40



roztoku a byly inkubovany pies noc pti 4 °C. Bé¢hem prace byly pouzity primarni
protilatky: anti-a-tubulin, anti-HA, anti-HSF1-S236-p, anti-Hsp70, anti-Hsp90 a anti-
PARP-1. Nasledovalo 3x promyti 15 min v PBS 0,1% Tween-20 a naneseni sekundarni
protilatky. Sekundarni protilatky byly znaceny peroxiddzou a fedény 1:3000 opét v 5%
mléku v PBS 0,1% Tween-20 a inkubovany na membrané 1 h za laboratorni teploty. Poté
byla membréana 4x omyta 5 min v PBS 0,1% Tween-20 a 2x omyta PBS. K vizualizaci
navazanych sekundarnich protilatek byl pfipraven roztok ECL smichanim ECL A s ECL
B v poméru 1:1 (nebo femtoECL). Signal byl detekovan na fotografickém filmu. Dle

potieby byly membrany pro kontrolu naneseni vzorkl nespecificky obarveny amidocerni.

3.2.7 Kultivace, transfekce, sklizeni a lyze eukaryotickych bunék

Pouzité bunécné linie byly kultivovany v médiu DMEM s ptidavkem 10% fetalniho
hovéziho séra, ImM pyruvatu a 1% smési streptomycinu/penicilinu v atmosféie 5% CO>
pti 37 °C. Dle potieby byly buniky pasdzovany (maximalné tfikrat) pti 90% konfluenci
trypsinem.

Pro ptechodnou transfekci byly pouzity plasmidy: pCMV-N-HA-LONRF]I,
pCMV-N-HA-LONRF2, pCMV-N-HA-LONRF3, pCMV-N-HA-GFP, pcDNA3-
LONRF3-C-mCherry. Pfechodné byly transfekovany bunécné linie HEK293, H1299-N-
SBP-Hsp70 a H1299-N-SBP-Hsp90 pii 70% konfluenci a transfekéni smés byla
pfipravena v bezsérovém médiu v poméru 3 pl transfekéniho ¢inidla PEI/ 1 pg DNA.
Buriky byly nasledné sklizeny 16 h po transfekci. Pro kontrolu uspésnosti transfekce byl
pouzit konstrukt p>CMV-HA-GFP.

Pti sklizeni byly bunky seSkrabany do meédia, pifeneseny do zkumavky
a centrifugovany 5 min na 2000 g pfi 4 °C ve vykyvném rotoru. Supernatant byl odsan,
pelet promyt studenym PBS a nasledné opét za stejnych podminek centrifugovan. Poté
byl pelet jesté jednou promyt stejnym zplisobem. Pfipraveny pelet byl bud'to zamrazen
na -20 °C nebo rovnou podroben lyzi. Ovlivnéné bunky pro analyzu qRT-PCR byly
sklizeny ve sterilnich podminkach trypsinizaci. Centrifugace a promyti probihalo dle
ptedchoziho postupu.

Bunky transfekované  konstrukty = pCMV-N-HA-LONRF1-3  uréenymi
pro naslednou charakterizaci protilatek anti-LONRF3 byly lyzovany na ledu v NET pufru
s pfidanym inhibitorem proteaz 1:100. Bunécna suspenze byla homogenizovana pulsni
sonikaci (3 krat 3 s), centrifugovana 15 min pii 4 °C na 21000 g a supernatant byl
zamrazen na -20 °C. Lyze bunék pro SBP pull-down je popsana v kapitole 3.2.8.1.
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3.2.8 Detekce protein-proteinovych interakci

3.2.8.1 SBP pull-down

SBP pull-down byl provadén u lyzata eukaryotickych bunék H1299-SBP-Hsp70
a H1299-SBP-Hsp90 transfekovanych plasmidem koédujicim protein LONRF3. Dale pak
s purifikovanymi bakteridln¢ produkovanymi proteiny SBP-Hsp70, SBP-Hsp70A,
SBP-Hsp90 a  SBP-Hsp90A  alyzitem  bunék  HEK293 s ektopickou
expresi HA-LONRF3. Pelety bunck H1299-SBP-Hsp70 a H1299-SBP-Hsp90 byly
rozdéleny na 4 dily a byly lyzovany v pufrech SOmM Hepes pH 7,5, 50mM KClI,
100mM KAc, 2mM MgCl, 1:100 avidin, 1:100 inhibitor protedz s 1) 0,5% CHAPS
2) 0,5% CHAPS s benzonazou (1:2000) 3) 0,5% NP-40 nebo 4) 0,5% NP-40
s benzonazou (1:2000). Pro kontrolu specifity analyzovanych interakci byly pfipravené
lyzaty inkubovany s C-termindlnimi peptidy Hsp70/Hsp90 (GGSGSGPTIEEVD,
GDDDTSRMEEVD) v kone¢né koncetraci 100 uM (Schéma 3). Eluce probihala
2mM biotinem opét v piisluSeném lyzacnim pufru (bez biotinu a avidinu). U SBP
pull-downu s €istymi proteiny byly nejprve s matrici inkubovany 30 min cisté proteiny
a poté byla frakce tfikrat promyta 50mM Hepes, pH 7,5, 50mM KAc a 2mM MgCl..
K navazanym proteinim byl nasledné pfidan lyzat bunék linie HEK293 s ektopickou
expresi HA-LONRF3, probéhla inkubace 1 h pti 4 °C na rotacni tfepacce a poté byla
matrice promyta ptislusnymi pufry. Eluce probihala 2mM biotinem opé&t v ptisluSeném
lyzacnim pufru (bez biotinu a avidinu). Vzorky byly smichdny se 4xLDS a byly

pfipraveny pro pfenos proteinii na membranu s imunodetekeci.
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l transfekce pCMV-HA-LONRF3

H1299-SBP-Hsp70

l sklizeni

lyze-pufr ¢.:
1 2 3 4

‘Z N l/ N lz N l/ \ + pept.70

l inkubace s matrici (1 h)

11 2 2 3 3 4 4

+pept.70 pept.70  +pept.70 pept.70

promyti

eluce 2mM biotinem

Schéma 3 SBP pull-downu H1299-SBP-Hsp70 s ektopickou expresi HA-LONRF3. Nejprve byl
k bunécné linii transfekovan plasmid exprimujici protein HA-LONRF3. Po 16 h byly bunky sklizeny
a pelety rozdéleny na 4 ¢asti. Nasledovala lyze v pufrech SOmM Hepes pH 7,5, 50mM KCI, 100mM KAc,
2mM MgCl,, 1:100 avidin, 1:100 inhibitor proteaz s 1) 0,5% CHAPS 2) 0,5% CHAPS a s benzonazou
(1:2000) 3) 0,5% NP-40 nebo 4) 0,5% NP-40 s benzonazou (1:2000). V dalsim kroku byl kazdy lyzat
rozdélen na dvé casti a k jedné byly jest¢ pfidany C-terminalni peptidy Hsp70. Takto pfipravené lyzaty
byly inkubovany se straptavidin-agar6zovou matrici. Po inkubaci byla matrice promyta v pfislusnych
lyza¢nich pufrech bez avidinu a inhibitoru proteaz. Precipitaity byly eluovany 2mM biotinem opé&t
v pfislusnych pufrech bez avidinu a inhibitoru proteaz. pept.70 = peptidy Hsp70

3.2.8.2 Imunoprecipitace

Bunky transfekované pCMV-N-HA-LONRF3 a pCMV-N-HA-GFP byly sklizeny
pti 90% konfluenci a lyzovany sonikaci v pufru NET (50mM Tris pH 8,0, SmM EDTA,
150mM NaCl, 0,1% NP-40) s inhibitorem proteaz s fedénim 1:100. Protein-G-matrice
(30 pl/supernatant) byla inkubovéana 30 min se supernatanty kultivovanych hybridomu
(8C8, 2G7, 5F12, 4C7, 6F5, 5A5, 4E10, 5G3; kazda 500 pl) a nasledn¢ byla matrice
s navazanymi protilatkami tfikrat promyta NET pufrem. Jako kontrola slouzila inkubace
protein-G-matrice s lyzatem bunék transfekovanych konstruktem koédujicim HA-GFP.
Matrice s protilatkami ¢i GFP byla 16 h pti 4 °C inkubovana s proteinovymi lyzaty bun¢k
s ektopickou expresi HA-LONREF3 a poté opét tiikrat promyta NET pufrem. JelikoZ byly
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precipitaty eluovany nespecificky varem, byly vzorky pifemistény do novych zkumavek
anasledné povareny v 1xLDS. Vzorky byly detekovany pienosem proteinii na membranu

s imunodetekci protilatkou anti-HA.

3.2.9 Frakcionace bunék linie MCF-7

Buniky MCF-7 byly ovlivnény 100nM bortezomibem nebo DMSO (0,1%) po dobu 16 h.
Bunky byly sklizeny (kapitola 3.2.7), zlyzovany Harvest pufrem (pfed pouzitim piidan
ImM DTT a inhibitor protedz 1:100) a inkubovany 15 min na ledu. Lyzat byl stoen
v centrifuze s vykyvnym rotorem (250 g, 5 min, 4 °C). V této fazi jsou v supernatantu
membranové a cytoplasmatické proteiny. Supernatant byl tedy opatrné ptemistén do nové
zkumavky, sto¢en (21000 g, 15 min, 4 °C) a opét pfemistén do nové zkumavky. Pelet,
ktery vznikl po lyzi bunék, byl rozsuspendovan v pufru A, stocen v centrifuze (250 g,
10 min, 4 °C) a supernatant byl odsan do odpadu. Na zavér byl k peletu ptidan pufr C
s pfidanym ImM DTT a inhibitorem protedz (1:100). Nasledovala homogenizace vzorku
ttepanim (vortex) po dobu 5 min a stoceni v centrifuze (21000 g, 15 min, 4 °C).
V supernatantu se nachazi jaderné proteiny. Supernatant byl piemistén do nové
zkumavky. V jednotlivych frakcich byla zmétfena koncentrace proteinli metodou dle
Bradforda (3.2.10) a nésledn¢ byly vzorky analyzovany westernovym pienosem

a uspésnost frakcionace ovéfena pomoci anti-a-tubulin a anti-PARP1 protilatek.

3.2.10 Méreni koncentrace proteinii metodou Bradforda

Koncentrace proteinli byla méfena pro vzorky ziskané frakcionaci na jaderné
a membranové + cytoplasmatické proteiny. Nejprve byly pfipraveny vzorky pro sestaveni
kalibra¢ni kiivky. Jelikoz byla ziskand jadernd frakce v pufru C a cytoplasmaticka
v Harvest pufru, bylo potieba pfichystat dvé kalibra¢ni fady s proteinovym standardem
BSA o koncentracich: 0,1; 0,5; 1; 1,5 a 2 mg/ml rozpusténych v ptislusnych pufrech.
Piipravené vzorky pro kalibracni kfivku, jaderné a cytoplasmatické proteiny byly
aplikovany v triplikatech po 1 pl do mikrotitra¢ni desticky. Pro odecteni pozadi, byly
do mikrotitra¢ni desticky pitidany 1 triplikaty 1 pl pufru C a Harvest pufru. Vzorky byly
nasledné inkubovany ve tm¢ 10 min s 200 pl Bradfordova ¢inidla a nasledné¢ zméfena
absorbance na spektrofotometru (Tecan) pifi 595 nm. Z kalibrac¢nich kiivek byly

vypocitany koncentrace cytoplasmatickych a jadernych proteinti.
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3.2.11 Cilena mutageneze

Cilend zména (delece) v nukleotidové sekvenci byla provedena pomoci navrzenych
mutagennich primera a extenzi primert zajiStovala Pfu turbo polymeraza. Templatovou
DNA byl vektor pENTR221-LONRF3-Flc (50 ng). Slozeni reakéni smési je uvedeno
v (Tab. 4) a polymerdzova fetézova reakce probihala podle podminek uvedenych
v (Tab. 5). Vzniklé amplikony byly nastépeny 1 pl Dpnl restriktazou (1 h, 37 °C), ktera
Stépi methylovanou DNA (vstupni vektor). Nasledné¢ byla smeés transformovana
do bakterialniho kmene E. coli TOP10 a transformacni smés byla péstovana na pevném
médiu s antibiotikem kanamycinem o koncentraci 50 pg/ml. Z narostlych kolonii byla
nasledné vybrana jedna, jez byla transformovana do 10 ml LB média s kanamycinem
(50 pg/ml) a byla inkubovéna ptes noc na tiepacce pii 37 °C. Nasledné byly z bakterii
vyizolovany plasmidy pomoci miniprepu (3.2.12.) Uspé&nost cilené mutageneze byla
ovétena sekvenaci. Sekvenacni reakce obsahovala 400 ng plasmidu a 2,5 uM primeru
(M13F/M13R/LONRF3-mid-F/LONRF3-mid-R) v celkovém objemu 10 pl. Sekvence
byly sestaveny proti sekvenci genu LONRF3 do souvislého kontigu pomoci programu

SeqManPro (Lasergene).

Primery pouzité pro cilenou mutagenezi:
LONRF3dels19KKRK422 F: 5' gattcaatctggcaatgttcctggceattttccag 3'
LONRF3dels19KKRK422 R: 5' ctggaaaatgccaggaacattgccagattgaatc 3'

Primery pouzité pro sekvenacni reakci:
M13F: 5' gtaaaacgacggccagt 3'

M13R: 5 'aacagctatgaccatg 3'
LONRF3-mid-F: ' tttgtaaactgtgcctggaacg 3'
LONRF3-mid-R: 5' gectgtetcaatgeatctacg 3"

45



Tab. 4 SloZeni reak¢ni smési pro mutagenni PCR. Tab. 5 Podminky pro prubéh PCR.

Slozky reakcni smesi Objem (ul) 94 °C 30s
H>O 37 54 °C I min 12 cykla
Reakéni pufr 10x 5 68 °C 5 min
DNA (50ng/pl) 1 4°C )
Primer R (10 uM) 1
Primer F (10 pM) 1
dNTP (zés. 10mM) 4
Pfu turbo polymeraza 1
3.2.12 Izolace plasmidové DNA pomoci kolon QIAGEN (miniprep)

1.

o ® Ny kv

—_
- O

3.2.13

® N kWD

1 kolonie byla inokulovana v5 ml LB média s antiobiotikem a inkubovéana
na 37 °C 8-20 h.

Kultura byla centrifugovana na 21000 g/5 min/4 °C a supernatant dekantovan.
Pelet rozsuspendovan pufrem P1 (250 pl).

Ptidan pufr P2 (250 pl), jemné pokyvano dokud roztok nezmodral.

Ptidan pufr N3 (350 pl), promichéano.

Centrifugace 21000 g/10 min/4 °C.

Supernatant nanesen na kolonku.

Ptidan pufr PB (500 pl), centrifugace 21000 g/1min.

Ptidan pufr PE (800 pl), centrifugace 21000 g/1 min.

. Centrifugace na 21000 g 1 min.
. Eluce EB pufrem (50 pl).

Izolace plasmidové DNA pomoci kolon QIAGEN (maxiprep)

Inokulovana bakteridlni kultura v LB médiu (200 ml) byla centrifugovana
na 12000 g/10 min/4 °C, supernatant dekantovan.

Pelet rozsuspendovén v pufru P1 (10 ml).

Ptidan pufr P2 (10 ml).

Ptidan pufr P3 (10 ml), inkubovano 20 min na ledu, ob¢as jemné promichano.
Centrifugace na 12000 g/30 min/4 °C.

Ekvilibrace kolony pufrem QBT (10 ml).

Supernatant nanesen na kolonu.

Kolona promyta dvakrat QC pufrem (30 ml).
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9. DNA eluovana QF pufrem (15 ml).

10. Ptidan 96% EtOH (25 ml), centrifugace 12000g/30 min/4 °C.

11. Supernatant opatrné dekantovan a pelet omyt 70% EtOH (5 ml). Centrifugace
12000 g/10 min.

12. Po vysuSeni pelet rozpustén v EB pufru.

3.2.14 Izolace RNA

Bunky linie MCF-7 byly ovlivnény DMSO (0,1%), bortezomibem (100nM), 17-AAG
(2 uM), AUY 922 (10nM) a puromycinem (0,5 pg/ml) a inkubovany 16 h. Druhy den byly
bunky sklizeny (kapitola 3.2.7). Izolace RNA byla provedena kitem RNeasy mini kit
(QIAGEN). Lyze peletu bunék byla provedena RLT pufrem (350 pl) (k pufru byl pfidan
2-merkaptoethanol 10 pl do 1 ml RLT). Do homogenniho lyzatu byl nasledné ptidan 70%
EtOH (350 pl), smés byla dobfe promichana. Nasledné byl vzorek nanesen na kolonky
centrifugaci (centrifugace 15 sna 8000 g). Kolony promyty postupné: pufrem RW1I
(700 ul, 15 s 8000 g), dvakrat pufrem RPE (500 pl, 15 s 8000 g) a centrifugace 2 min
na 8000g. RNA byla eluovana RNase-free vodou (50 pl, 1 min 8000 g). RNA byla

zamrazena na -80 °C.

3.2.15 Syntéza cDNA

Reverzni transkripce vyizolovanych RNA probéhla pomoci ReverAid H Minus Reverse
Transcriptase podle protokolu Thermo Fisher Scientific. Nejprve byla pfipravena smés
celkové RNA (1 pg), ndhodnych hexamert (0,2 pg) a RNAse-free vody v celkovém
objemu 12,5 ul a byla inkubovana 5 min pii 65 °C a poté dana na led. Dale byla ptipravena
reakéni smés obsahujici 5x reak¢ni pufr (4 pl), Thermo Scientific RiboLock RNase
Inhibitor (0,5 ul, 20 U), dNTP Mix kazdy 10mM (2 pl) a RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase (1 pl, 200 U). K této smési bylo po inkubaci ptidano 12,5 pl smési s RNA
a primery. Celkovd smés byla nésledné inkubovéna 10 min na 25 °C a poté 60 min
na 42 °C. Na zavér byla reakce ukoncena zahtatim na 70 °C po dobu 10 minut. Vznikla

cDNA byla uchovéna na -20 °C.

3.2.16 qRT-PCR
Pro sestaveni kalibra¢ni fady o znamém poctu kopii DNA byla nejprve provedena PCR
reakce pro amplifikaci LONRF3 o slozeni reakéni smési uvedeném v Tab. 6, pficemz

nastaveni reakce probéhlo podle podminek uvedenych v Tab. 7. Templatovou DNA byl

47



plasmid pENTR221-LONRF3. PCR produkty byly nésledné ptecistény pomoci kolonek

QIAquick PCR purification kit

Pouzité primery:

(QIAGEN).

LONRF3RT R: 5' gcgectcttgectatget 3'
LONREF3RT F: 5' ggcctatcccaccgttee 3'

Tab. 6 SloZeni PCR reak¢ni smési pro amplifikaci genu
LONRF3. Templatovou DNA byl pENTR221-LONRF3.
Sekvence primert je uvedena nad tabulkou.

Komponenty Objem (ul)
5x Green GoTag Flexi Buffer 10
MgCl (z4s. 25mM) 2

PCR nucleotide mix (10mM kazdy) 1

Primer R

Primer F
Templatova DNA
Nuclease-free voda

5U/ul GoTag HotStart polymerase

1

1

1
33,5
0,5
50 ul

Tab. 7 Reakéni podminky pro

PCR genu LONRF3.
95 °C 3 min
95 °C 30s
55°C 30s 34 cyklu
72 °C 40 s
72 °C 2 min
4°C o0

Po zméfteni koncentraci byl spocitan pocet kopii (pomoci molekulové hmotnosti

amplifikované DNA, koncentrace a Avogadrovy konstanty) a byla pfipravena

koncentraéni fada pro naslednou gRT-PCR (12 vzorkt s poéty kopii amplikont 1:10' az

1:10"/ul). Reakéni smés pro qRT-PCR byla ptipravena podle Tab. 8 a reakce prob&hla

podle podminek uvedenych v (Tab. 9). Po ukonceni qRT-PCR bylo provedeno méieni
disociaéni kiivky (95 °C 15 s, 60 °C 15 s).

Tab. 8 SloZeni PCR smési po qRT-PCR.

Tab. 9 Podminky pro qRT-PCR.

Syber Green
Primer R LONRF3
Primer F LONRF3
HO

cDNA

2 min
10 min
15s

1 min

40 cykla

S5ul 50 °C
0,5 ul 95°C
0,5 ul 95°C
3ul 60 °C
1wl
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3.2.17 Limitovana proteolyza

Pro limitovanou proteolyzu byl pouzit vyprodukovany protein N-Hiss-rbs-LONREF3.
Nareakci byly pouzity 4 ug proteinu, 400uM ATP/ADP a 32 ng/ul trypsinu
v 25mM HEPES pH 7,5, 100mM KAc, 2mM MgCl; a celkovém reakénim objemu 10 pl.
Proteolyza probihala v ¢asech 0, 1, 10 a 60 min a byla ukoncena pfidanim nanaSeciho
pufru 4xLDS (1:3). Nasledné¢ byly vzorky nandSeny na polyakrylamidovy gel

pro nasledné Coomassie barveni.

3.2.18 Vodik/deuteriova vyména s MS (HDX — Hydrogen/Deuterium Exchange)
Pro analyzu struktury metodou HDX byl pouzit protein N-Hisg-rbs-LONRF3 prevedeny
do pufru 25mM HEPES, 50mM KAc, pH 7,4. Vzorek byl 10krat nafedén v deuterovaném
pufru (25mM HEPES, 50mM KAc, pD 7,0) do celkového objemu 60 pl. Deuterace byla
zastavena v ¢asovych intervalech 30s, Smin, 1 h a 3 h ptfidavkem 10 pl 1M glycinu,
pH 2,3 a rychlym zmrazenim v tekutém dusiku. Mnozstvi proteinu, pouzitého v kazdém
vzorku, bylo 250 pmol. Sou€asné s deuterovanymi vzorky byl pfipraven i nedeuterovany
vzorek, ktery slouzil pro peptidové mapovani (HPLC-MS/MS) a jako vzorek v Case O s.
Vsechny vzorky byly pfipraveny v duplikatech.

Pribéh HPLC analyzy probihal nasledovné: Vzorky byly rychle rozpustény
a injektovany na kolonu s imobilizovanym pepsinem. Stépeni probihalo ve vodnim
roztoku 2% acetonitrilu a 0,05% triflouroctové kyseliny pfi pritoku 20 pl/min. Peptidy
byly zachyceny a odsoleny na koloné peptide microtrap (Michrom Bioresources),
nasledné eluovany na analytickou kolonu (Jupiter C18, 1.0 x 50 mm, 5 um, 300 A,
Phenomenex) a separovany linedrnim gradientem roztoku B (10-40%) béhem 29 min.
pfi pratoku 20 pl/min. PouZity byly roztoky: A — vodni roztok 0,1% kyseliny mraven¢i,
B — vodni roztok 80% acetonitrilu a 0,08% kyseliny mravenc¢i. VSechny slozky
chromatografie byly uchovéavany pii 0°C, aby doSlo k minimalizaci zpétné vymeény.
Vystup chromatografu byl napojen na ioniza¢ni zdroj ESI (Electrospray ionization)
hmotnostniho spektrometru.

Hmotnostni spektra byla zmétena na pfistroji ESI-Orbitrap Elite (Thermo Fischer
Scientific). Pro peptidové mapovani (HPLC-MS/MS) byl pfistroj nastaven
na ,,data-dependent moéd. Kazdy MS sken byl nasledovan MS/MS skenem tii
nejintenzivngjSich iontl. Tandemova MS spektra byla prohledana s pouzitim SequestHT
proti databdzi obsahujici sekvenci proteinu LONRF3. Sekvencni pokryti bylo
vizualizovano pomoci softwaru Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fischer Scientific).
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Analyza deuterovanych vzorkii byla provedena softwarem HD Examiner 1.4 (Sierra
Analytics). Korekce pro zpétnou vyménu nebyla provedena. Primérnd deuterace
jednotlivych aminokyselin byla vypoctena takto: Procento deuterace Dj aminokyseliny j
bylo vypocteno jako vazeny primér procenta deuterace vSech peptidii obsahujicich danou

aminokyselinu, vdha byla nepfimo umérna délce peptidu:

kde j je pozice aminokyseliny, n je pocet peptidi obsahujicich j-tou aminokyselinu, 7 je
index peptidu mezi vSemi n peptidy obsahujicimi j-tou aminokyselinu, Dji je procento
deuterace i-t¢ho peptidu obsahujiciho j-fou aminokyselinu, /ji je délka i-tého peptidu

obsahujiciho j-tou aminokyselinu, Lj je suma Jji(lji).
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4 Vysledky

Molekularni chaperony jsou nedilnou soucasti systému pro udrzeni proteinové
homeostaze a spolu se svymi ko-chaperony vytvari komplexni proteinovou masinérii.
Rada ko-chaperonti interagujicich s Hsp70 a Hsp90 obsahuji ve své struktufe
TPR-domény (2.4.3.). Jednim z téchto ko-chaperont je i E3 ubikvitin ligdza Chip, ktera
fidi prostfednictvim vazby na C-konec Hsp70/90 degradaci substratii danych chaperonti.
Chip byl povazovan za jedinou E3 ligdzu asociovanou s Hsp70/90, avSak degradace
substratti Hsp90 probihala v mysich fibroblastech Chip-/- obdobné jako ve fibroblastech
Chip+/+ (Morishima et al., 2008). Tyto nové poznatky vedly naSe pracovisté k tivaze,
zda neni v buiikach ptitomen dalsi chaperon s E3 ubikvitin ligdzovou aktivitou schopny
vazby k Hsp70/Hsp90. Z vysledl databazového vyhledavani (uniprot.org: kli¢ova slova
TPR, U-box, RING, HECT) byl vybran protein LONRF3 obsahujici TPR a U-box
domény, u n¢hoz byla posléze na nasem pracovisti potvrzena interakce s chaperonem

Hsp90 pomoci metody SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell culture).

4.1 Strukturni analyza a vazebné vlastnosti proteinu LONRF3

4.1.1 Zakladni bioinformaticka analyza

Jelikoz o struktufe a funkci proteinu LONRF3 neni mnoho znamo, byla nejprve
provedena zakladni bioinformatickd analyza pomoci databaze uniprot.org. a klicového
slova LONRF3. Na zaklad¢ porovnani proteinové sekvence LONRF3 s podobnymi
proteinovymi sekvencemi byly databazi uniprot.org pfifazeny zkoumanému proteinu
nasledujici strukturni motivy: Ctyfi TPR (tetratricopeptide repeat) opakovani, dva RING
motivy zinkového prstu a N-koncovou Lon doménu. Pficemz LONRF3 vykazuje
C-termindlni homologii k N-termindlni Lon doméné. Vyskyt jednotlivych motivl je
graficky znédzornén na obrazku 14.

| 67 100 158 196 243 344 467 505 553 753 750

U T o] [ |-

Obr. 14 RozloZeni motivii v sekvenci proteinu LONRF3. Dany protein obsahuje TPR opakovani, RING
doménu se zinkovym motivem a N-terminalni Lon doménu. Data byla ziskana z uniprot.org.

Jelikoz se ve struktufe vyskytuji tandemové uspotadané titi TPR motivy, byla
oveéfena pritomnost TPR domény pomoci proteomického néstroje TPRpred (internetovy
zdroj 2). Vysledky analyzy (Obr. 15a) naznacuji vysokou pravdépodobnost vyskytu TPR

opakovani, respektive TPR domény. JelikoZ je pro interakci mezi TPR doménou

51



(13

a C-koncem chaperonii nezbytna pfitomnost tzv. ,two-carboxylate clamp,“ bylo
provedeno mnohocetné priifazeni predikované TPR domény proteinu LONRF3
a ko-chaperonu Chip (pomoci uniprot.org/align). Vysledky ukézaly piitomnost
konzervovanych aminokyselin, tvoficich ,,two-carboxylate clamp® (Obr. 15b). Tyto
poznatky podporuji hypotézu, ze by mohl byt protein LONRF3 schopen interakce

s C-koncem Hsp70 a Hsp90.

Per-protein P-value for being TPR : 1.0E-18
a) Probability for being TPR : 100.00%

Repeat Begin Alignment End P-value
TPR 67 SKVLLTQADALASRGRIREALEVYRQLSERQQLV 100 9.7e-05
TPR 243 ASQLRHEGNRLYRERQVEAALLKYNEAVKLAPND 276 1.2e-06
TPR 277 HLLYSNRSQIYFTLESHENALHDAEIACKLRPMG 310 2.2e-06
TPR 311 FKAHFRKAQALATLGKVEEALREFLYCVSLDGKN 344 1.4e-08

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment
) LONRF3 ASQiEHEqERLYRERQVEAALLKYNEAVKLAPNDHLLYqﬁRSQIYFTLESHENALHDAEI 60
Chip AQE4§EQqﬁRLFVGRKYPEAAACYGRAITRNPLVAVYYqERALCYLKMQQHEQALADCRR 60

**** * . * * * . * . * ** * . .. ** * * *

LONRE'3 ACKLRPMGﬂEAHﬂEKAQALATLGKVEEALREFLYCVSLDGKN 102
Chip ALELDGQSﬁEAHFFLGQCQLEMESYDEAIANLQRAYSLAKEQ 102

* . % ‘k*‘k‘k ‘k‘k .. * %

Obr. 15 Sekven¢ni analyza. a) Analyza vyskytu TPR domény pomoci proteomického néstroje TPRpred.
Z vysledki vyplyva, podle hodnot P-value, vysoka pravdépodobnost, Ze protein LONRF3 obsahuje TPR
doménu. b) Mnohocetné ptifazeni TPR domény LONRF3 a Chip. Zvyraznény jsou aminokyseliny
»two-carboxylate clamp®.

Byla provedena i predikce 3D struktury tseku aminokyselin 57-401 pomoci serveru

robetta.bakerlab.com (Obr. 16).

Obr. 16 Varianty 3D struktury tuseku 57-401 proteinu LONRF3 predikované robetta.bakerlab.com.
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4.1.2 Produkce proteinu LONRF3 v bakteriich

Abychom mohli provést zakladni strukturni a funkéni analyzu proteinu LONRF3,
exprimovali jsme tento protein v bakteridlnim expresnim systému a provedli jeho
purifikaci. Nejprve bylo pfipraveno né€kolik expresnich vektori pro produkci proteinu
v bakteriich: pDEST17-N-Hiss-rbs-LONREF3, pDEST17-N-Hisg-tev-LONRF3
a pDEST15-N-Hisg-GST-tev-LONRF3. (Konstrukt pT7-N-SBP-LONRF3 byl pripraven
Jiz drive na nasem pracovisti).

Klonované geny byly exprimovany v produkénim kmeni bakterii E.coli BL21-
(D3)-RIPL. Exprese gent byla indukovana pfidavkem IPTG (ImM) do kultiva¢niho
média. Z vysledkli indukce (Obr. 17) je patné, Ze vyjma konstruktu pT7-N-SBP-
LONRF3 byla exprese proteinu LONRF3 vyrazné indukovéna z vektorit pDEST17-N-
Hisg-tev-LONRF3 a pDEST17-N-Hisg-rbs-LONRF3. Produkce chimerického proteinu
N-Hise-GST-tev-LONRF3 je ziejma diky pfitomnosti prouzku s vyssi molekulovou

hmotnosti (GST znacka zvySuje molekulovou hmotnost proteinu pfiblizn€ o 30 kDa).

Obr. 17 Porovnani exprese LONRF3 v riiznych expresnich vektorech. Pelety bakterii odebranych pred
a po indukci exprese LONRF3 byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly vizualizovany
po SDS PAGE Coomassie barvenim. Z vysledkt indukce je patrné, ze vyjma konstruktu pT7-N-SBP-
LONRF3 byla exprese genu LONRF3 vyrazn¢ indukovana z vektort pDEST17-N-Hisg-tev-LONRF3
a pDEST17-N-Hisg-rbs-LONRF3. Produkce proteinu N-His,-GST-tev-LONRF3 je ziejma diky nartst
molekulové hmotnosti pfitomnosti GST znacky. PI = pted indikci, IND = po indukci

4.1.3 Optimalizace lyze bakterii pro extrakci proteinu LONRF3
Jakmile byly pfipraveny bakterie produkujici pozadovany protein, bylo potieba najit

vhodny lyzacni pufr pro ziskani proteinu v solubilnim stavu. Protoze byla pozorovana
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nejvyrazngj$i indukce u proteinu N-Hisg-tev-LONRF3, byl pouzit pro naslednou
optimalizaci lyzaniho pufru. Nejprve byl testovan vliv iontové sily a pfitomnosti
zinecnatych kationtll na solubilitu proteinu LONRF3 (Tab. 10, Obr. 18) (Zine¢naté
kationty byly pifidavany z diivodu pfitomnosti RING domén motivu zinkového prstu
ve struktufe LONRF3.). U zadného pouzitého pufru vsak nebyla prokdzana dostate¢na
schopnost solubilizace LONRF3, ktery zlistdval v majoritnim zastoupeni v bakteridlnim

peletu, pravdépodobné ve formé inkluznich télisek.

Tab. 10 SloZeni lyza¢nich pufri pro extrakci proteinu N-Hisg-tev-LONRF3 z bakterii.

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
N A A A AR AR AR AR AR AN AN
v

1 2
50mM HEPES v Vv
50mM KClI
150mM KClI N N4
300mM KCl v v
50mM NaCl v v
150mM NacCl v v
300mM NacCl v
50 uM Zn N v v Vv
lysozymImg/mlv vV v vV vV vV V V

S K[w

S PR ER PR OERSE OR & & PR FSEIRFRS R
- " = - - — . - -

Obr. 18 Vliv iontové sily a Zn>* (Tab. 10) na solubilitu proteinu N-Hiss-tev-LONRF3. Zadny z pufiti
nejevi dostate¢nou schopnost solubilizovat protein LONRF3. Proteiny byly po SDS-PAGE vizualizovany
Coomassie barvenim. S = supernatant, P = pelet

Nativné sbalené proteiny mohou byt extrahovany z inkluznich télisek pomoci
detergentli jako je sarkosyl (Chisnall et al., 2014). Proto byl nasledné testovan vliv
sarkosylu na solubilizaci LONRF3 proteinu (Obr. 19). Pouzitim 2% sarkosylu byla
majoritni frakce LONRF3 ptfevedena do supernatantu, souc¢asné nebyl pozorovan vliv

ptidavku lysozymu na G¢innost lyze.
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Obr. 19 Vliv sarkosylu a lysozymu na solubilitu proteinu N-His¢-tev-LONRF3. Byly pouzity lyzacni
pufry 50mM HEPES pH 7,5 s 2% sarkosylem (1) a 50mM HEPES pH 7,5, 2% sarkosyl a 1 mg/ml lysozymu
(2). Pouzitim 2% sarkosylu byla majoritni frakce LONRF3 pfitomna v supernatatnu, pficemz nebyl
pozorovan vliv lysozymu na ucinnost lyze. Proteiny byly vizualizovany po SDS-PAGE Coomassie
barvenim. S = supernatant, P = pelet

4.1.4 Optimalizace purifikace proteinu na Ni-NTA agaro6zové matrici

Dulezitym krokem pfti procesu purifikace LONRF3 je odstranéni sarkosylu, protoze mize
mit efekt na strukturu proteinti (Yadava a Ockenhouse, 2003). Z tohoto divodu byly
béhem promyvacich krokl pouzity pufry bez sarkosylu a souc¢asné bez nebo s iontovou
silou. Promyvacimi pufry byly 50mM HEPES pH 7,5 s 1) 300mM KAc 2) 300mM NaCl
3) bez aditiv. Eluce probihala 250mM imidazolem v pfislusném promyvacim pufru. Byla
pozorovéana nizk4a vazba proteinu na matrici, kterd je doloZena téméf nezménénym
mnozstvi proteinu v lyzatu a v nenavazané frakci (L a NF na obr. 20). A zéaroven, i kdyz
byla ¢ast proteini na matrici navazana, vétSina zlstala navazana na matrici 1 po eluci.
Navic nebyl mezi jednotlivymi promyvacimi pufry pozorovan vyrazny rozdil, proto byl
v dalSich krocich pouzit pouze S0OmM HEPES pH 7,5.

L NF P 1E IM2E2M3E 3M 4E 4M

-

,-‘H‘—__ ] —
. -

[

e

Obr. 20 Vliv iontové sily promyvacich pufri na vytéZek a Cistotu proteinu N-Hiss-tev-LONRF3. Pelet
byl lyzovan pufrem 50mM HEPES s 2% sarkosylem (L). Matrice s navdzanym proteinem byla promyta
pufrem 5S0mM HEPES pH 7,5 s 1) 300mM KAc 2) 300mM NaCl 3) bez aditiv. VétSina proteinu nebyla
navazéna na matrici (NF) a nebyl pozorovan vyrazny rozdil mezi promyvacimi pufry. Eluce probihala
250mM imidazolem. L = lyzat, NF = nenavazana frakce, P = pelet, E = eluat, M = frakce, kterd zstala
navazéana na matrici. Proteiny byly vizualizovany po SDS-PAGE Coomassie barvenim.

55



Jelikoz sarkosyl mlize snizovat vazbu Hisg-zna¢eného proteinu na Ni-NTA matrici
(0daj vyrobce), byla nésledné pro lyzi pouzita nizs$i koncentrace sarkosylu (1% a 0,3%)
(Obr. 21).

1P IL 2P2L 3P 3L INF 2NF 3NF 1EIM 2E2M3E 3M
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Obr. 21 Vliv koncentrace sarkosylu na ta¢innost vazby N-His¢-tev-LONRF3 na Ni-NTA agarézovou
matrici. Bakterie byly lyzovany pufrem S0mM HEPES pH 7,5 s 2% sarkosylem (1), 1% sarkosylem (2),
a 0,3% sarkosylem (3). Lyzaty byly inkubovany s Ni-NTA matrici a nenavazané proteiny byly odmyty
pufrem 50mM Hepes pH 7,5. Eluce probihala 250mM imidazolem v S0mM HEPES pH 7,5. Nejlepsi vazbu
na matrici a nasledné i nejvyssi vytézek byl dosazen lyzi v pufru obsahujicim 0,3% sarkosyl. P = pelet, L
= lyzat, NF = nenavazana frakce, E = eluat, M = frakce proteinti, které zustaly po eluci na matrici. Proteiny
byly vizualizovany po SDS-PAGE Coomassie barvenim.

Podle Tao et al. TritonX-100 zlepSuje vazbu Hisg-MPB (maltosa binding protein)
solubilizovaného sarkosylem na Ni-NTA matrici (Tao et al., 2010). Proto byl pted
inkubaci s matrici k bakteridlnimu lyzatu ptidan TritonX-100 v kone¢né koncentraci 2 %
(Obr. 22). Pritomnosti TritonuX-100 byl zvySen vytézek purifikace. Na obrazku 22 je
v eluéni frakci pfitomny kromé prouzku odpovidajicimu velikosti LONRF3 také prouzek
o niz§i molekulové hmotnosti, pravdépodobné vysledek proteolytického Sté€peni, coz bylo

potvrzeno pomoci hmotnostni spektrometrie.

Obr. 22 Vliv TritonuX-100 na vytéZek purifikace proteinu N-Hiss-tev-LONRF3 pomoci Ni-NTA
agarézové matrice. K lyzi bakterii byl pouzit pufr S0mM HEPES pH 7,5, 0,3% sarkosyl a pfed inkubaci
lyzatu s matrici byl pfidan TritonX-100 v kone¢né koncentraci 2 %. Nenavazané proteiny byly odmyty
50mM HEPES pH 7,5. Eluce probihala 250mM imidazolem. E = eluat, M = proteiny, které zistaly
navazany po eluci na agar6zové matrici, Triton = TritonX-100. Proteiny byly vizualizovany po SDS-PAGE
Coomassie barvenim.
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4.1.5 Purifikace proteini LONRF3

Po optimalizacich byl pro purifikaci zvolen lyza¢ni pufr obsahujici 50mM HEPES
pH 7,5, 0,3% sarkosyl, ImM PMSF (inhibitor proteolytického $tépeni) a pied inkubaci
s Ni-NTA agarozovou matrici byl k lyzatu pfidan TritonX-100 v konecné koncentraci
2 %. Promyvacim pufrem byl 50mM HEPES pH 7,5 a eluce probihala 250mM
imidazolem v 50mM HEPES pH 7,5. Purifikovany byly proteiny N-Hisg-rbs-LONRF3
a N-Hisg-tev-LONRF3, u n¢hoz byla nakonec Hiss znacka odStépena pomoci TEV
protedzy a zachycena na Ni-NTA matrici (Obr. 23). Protein Hiss-rbs-LONRF3 byl
nasledn¢ zakoncentrovan a analyzovan metodou HDX nebo vyuzit jako antigen pro

piipravu protilatek.

a) b)

Obr. 23 Vysledky purifikace proteinii LONRF3. Proteiny byly lyzovany v 50mM HPES pH 7,5 s 0,3%
sarkosylem a 1mM PMSF. Promyvacim pufrem byl 50mM HEPES pH 7,5 a eluce probihala 250mM
imidazolem v 50mM HEPES pH 7,5. Polyakrylamidovy gel byl barven Coomassie. a) N-His,-rbs-LONRF3
b) precistény protein N-Hiss-tev-LONRF3 po odstranéni znacky TEV proteazou za vzniku LONRF3
(metoda 3.2.3.).

4.1.6 Limitovana proteolyza

Rada chaperonti i ko-chaperonti patii mezi ATPazy a méni svou konformaci v zavislosti
na vazbé ATP/ADP (Hartl et al., 2011) Abychom zjistili, zda protein LONRF3 vaze
nukleotidy a podléhd konformacnim zménam vlivem jejich vazby, byla provedena
limitovana proteolyza proteinu N-Hisg-rbs-LONREF3 trypsinem v pfitomnosti ATP a ADP
(Obr. 24). Z vysledki plyne, Ze protein N-Hisg-rbs-LONRF3 nepodléha konformaénim
zménam v zavislosti na vazbé ATP a ADP. Vysledky vSak mohly byt zkresleny

pfitomnosti necistot.
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LONREF3 LONREF3 + ATP LONRF3 + ADP

0 1 10 60 (min)

Obr. 24 Limitovana proteolyza proteinu N-Hisc-LONRF3 pomoci trypsinu. Na reakci byly pouzity
4 pg proteinu, 400uM ATP/ADP a 32 ng/ul trypsinu v celkovém reakénim objemu 10 pl. Reakce probihala
v ¢asech 0, 1, 10 a 60 min a byla zastavena nanasSecim pufrem 4xLDS v poméru 1:4. Obrazek zobrazuje
vysledky SDS-PAGE po Coomassie barveni.

4.1.7 Charakterizace struktury pomoci HDX-MS

Vodik/deuteriovd vyména s hmotnostni spektrometrii je analytickd metoda vhodna
pro studium struktury a dynamiky proteint ¢i protein-proteinovych interakei. Principem
metody je vyména amidovych vodikl za deuterium pfitomné v rozpoustédle, pfiCemz
k vymén¢ dochézi nejrychleji mezi ¢astmi proteinu, které jsou na jeho povrchu nebo
v rozvolnénych strukturdch. Vymeéna je nasledné ukoncena zchlazenim na 0 °C
a snizenim pH, poté je protein rozstépen pepsinem a fragmenty analyzovany hmotnostni
spektrometrii (Konermann et al., 2011).

Tato metoda byla pouzita pro blizsi charakterizaci struktury proteinu N-Hisg-rbs-
LONREF3. Vysledky ukazuji (Obr. 25) primérnou deuteraci jednotlivych aminokyselin
(viz metoda 3.2.18) v ¢asech 30 s a 3 h. U vétSiny peptidi nebyl pozorovan rast deuterace
s ¢asem. Vzhledem k absenci rostouciho trendu deuterace s asem je mozné, Ze byla
vétSina proteinu v denaturovaném stavu a vysledky tak nemusi byt relevantni. Podle
primérné deuterace aminokyselin v ¢ase 30 s Ize pozorovat, Ze je nejvice deuterovano
prvnich ~150 aminokyselin a tudiz by se mohly vyskytovat na povrchu proteinu,
ve stfedni Casti proteinu deuterace klesd a udrzuje se v rozmezi 40-50 %. Na C-konci
proteinu opét mirn¢ stoupa stupen deuterace (50-60 %). Nejvyraznéjsi asovou zmeénu
deuterace vykazovaly peptidy 127-133, 349-358 a 763-779. Oblasti proteinu LONRF3
pokryté t€émito peptidy tak mohou pfedstavovat struktury s pomalou kinetikou deuterace.

Pokud tyto vysledky nejsou zkresleny ¢astecnou denaturaci proteinu LONRF3 v disledku
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pouzit¢ metody jeho purifikace, predstavuji prvni experimentdlni ovéfeni nativni

sekundarni struktury tohoto proteinu.
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Obr. 25 a) Deuterace aminokyselin proteinu N-Hiss-rbs-LONRF3 v ¢asovych intervalech 30 s a 3 h.
Protein LONRF3 byl pieveden do pufru 25mM HEPES, 50mM KAc, pH 7,4 a byl 10x nafedén
v deuterovaném pufru (25mM HEPES, 50mM KAc, pD 7,0) do celkového objemu 60 pl. Deuterace byla
zastavena v ¢asech 30 s, 5 min, 1 h a 3 h pfidavkem 10 pl 1M glycinu pH 2,3 a rychlym zmrazenim
v tekutém dusiku. Mnozstvi proteinu v kazdém vzorku bylo 250 pmol (viz. metoda 3.2.18.). Sekvence
samotného LONRF3 zacind od 28. aminokyseliny. b) Ukazka prubéhu deuterace peptidu (ktera se
vyskytovala u vétSiny peptidi) v ¢asech 30s, 5 min, 1 h a 3 h. ¢) Ukéazka pribéhu deuterace peptidu
(deuterace se zvySuje s rostoucim ¢asem).

59



4.2 Charakterizace monoklonalnich protilatek anti-LONRF3

Monoklonalni protilatky byly pfipraveny firmou Moravian Biotechnology (Brno)
imunizaci dvou mys$i plnodélkovym purifikovanym proteinem N-Hiss-rbs-LONREF3.
Séra mysi po tfeti imunizacni dédvce byla testovana westernovym pienosem s vyuzitim
lyzath bunck HEK?293 s ektopickou expresi proteinu HA-LONRF1, 2 a 3, pozitivni
kontrolou byl purifikovany SBP-LONREF3 z eukaryotnich bunék (pripraven dr. Trckou)
a jako kontrola vazby protilatek na endogenni protein LONRF3 byl pouzit lyzat HEK293
s transfekovanym HA-GFP (Obr. 26a). Pfitomnost HA-znacenych proteinti v lyzatu byla
ovéifena pomoci anti-HA protilaitky. MyS ¢. 2 byla vybrana pro naslednou fuzi
a supernatanty ze vzniklych hybridomti byly otestovany na specifickou reakci
s proteinem LONRF3. Celkem bylo westernovym pfenosem testovano 8 hybridomovych
supernatantl (8C8, 4E10, 2G7, 5G3, 5F12, 6F5, 5A5 a 4C7) pomoci lyzati bunék
HEK293 s ektopickou expresi proteinu HA-LONRFI1, 2, 3 a HA-GFP. Dva hybridomy
s oznacenim 4E10 a 4C7 vykazovaly specifickou vazbu na protein LONRF3 (Obr. 26b).
Nésledné byl u téchto klonii zjistén izotyp imunoglobulinu, v obou piipadech se jednalo
o IgGl (Izotypizace byla provedena v ramci rutinnich analyz — neprovadela jsem ji.).
Klony 4E10 a 4C7 byly déle rozklonovany a u vzniklych klonu (1.1, 1.2, 2.1, 2.2) byla
zjisténa jejich specificita vici proteinu LONRF3 (Obr. 26¢). Abychom zjistili, zda se
nami pfipravené protildtky vazi 1 na nativni protein LONRF3, byla provedena
imunoprecipitace ektopicky exprimovaného proteinu HA-LONRF3 z lyzati bunék
HEK293 pomoci jednotlivych hybridomovych supernatanti. Vysledky ukazuji, zZe
protilatky obsaZené v supernatantech 4E10 a 4C7 vazi 1 nativni formu proteinu LONRF3

(Obr. 26d).
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Obr. 26 Charakterizace protilatek anti-LONRF3. a) Testovani myS$ich sér ve dvou fedénich s lyzaty
bunék HEK293 s ektopickou expresi proteini HA-LONRFI1, 2, 3, jako kontrola vazby protilatek
na endogenni protein LONRF3 byl pouzit lyzat HEK293 s transfekovanym HA-GFP. Pozitivni kontrolou
(PK) byl purifikovany protein SBP-LONRF3 z linie HEK293. Pfitomnost HA-znacenych proteini byla
kontrolovana anti-HA protilaitkou. b) Testovani supernatantd hybridomu s lyzaty bunék HEK293
s ektopickou expresi proteintit LONRF1, 2, 3, jako kontrola vazby protilatek na endogenni protein LONRF3
byl pouzit lyzat HEK293 s transfekovanym HA-GFP. Supernatanty byly fedény v 5% mléku 1:1.
Pritomnost HA-znacenych proteinti byla kontrolovana anti-HA protilatkou. ¢) Testovani selektovanych
klont protilatek na bunééném lyzatu bunck HEK293 s ektopickou expresi proteint LONRF1, 2, 3, jako
kontrola vazby protilatek na endogenni protein LONRF3 byl pouzit lyzat HEK293 s transfekovanym
HA-GFP. Pozitivni kontrolou (PK) byl purifikovany protein SBP-LONRF3 z bunécné linie HEK293.
Supernatanty byly fedény 1:1 v 5% mléku. Pfitomnost HA-znacenych proteint byla kontrolovana anti-HA
protilatkou. d) Imunoprecipitace supernatanti navazanych na matrici s G proteinem s lyzatem bunék
HEK293 s ektopickou expresi proteinu LONRF3. Jako kontrola nespecifické vazby proteinu LONRF3
na matrici slouzil bunéény lyzat bunék linie HEK293 s ektopickou expresi HA-GFP. Pro detekci proteinu
LONRF3 byla pouzita anti-HA protilatka. Na filmu po westernovém pfenosu jsou patrné i lehké a tézké
fetézce imunoglobulinu.
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4.3 Interakce proteinu LONRF3 s chaperony Hsp70 a Hsp90

Obdobné jako zndmé ko-chaperony Hsp70/90 (Chip, Hop, Tomm34) obsahuje protein
LONRF3 TPR doménu (4.1.1.) teoreticky schopnou vazby C-termindlnich sekvenci
Hsp70/90 (Brinker et al., 2002). Z tohoto diivodu jsme testovali schopnost proteinu
LONRF3 vazat Hsp70/90 skrze svou TPR doménu.

Nejprve byl proveden pull-down konstitutivné exprimovanych proteintl
SBP-Hsp70/90 z lyzatd bunc¢k linie HI1299-SBP-Hsp70 a HI1299-SBP-
Hsp90 transfekovanych plasmidem kodujicim protein HA-LONRF3. Lyze bun¢k byla
provedena ve dvou pufrech liSicich se obsazenym detergentem (0,5% CHAPS nebo
0,5% NP-40, viz. metoda 3.2.8.1). Pro kontrolu specifity analyzovanych interakci byly
pfipravené  lyzaty  inkubovany s C-termindlnimi  peptidy = Hsp70/Hsp90
(GGSGSGPTIEEVD, GDDDTSRMEEVD) v kone¢né koncentraci 100 pM. Pozitivni
kontrolou byla detekce interakce SBP-Hsp70/90 s TPR ko-chaperonem Chip, u néjz je
znama jeho vazba na C-konec chaperoni Hsp70/90 (Ballinger et al., 1999). Kompetici
s C-koncovymi peptidy je tudiz snizeno mnozstvi proteinu Chip navazaného na daném
chaperonu. Pro kontrolu nespecifické vazby proteinu LONRF3 na streptavidinovou
matrici, byla ¢ast matrice pted nanesenim lyzatu zablokovana 2mM biotinem (rozpustén
v prislusnych lyzaénich pufrech). Z vysledki je patrné, ze nedochézelo k nespecifické
vazb¢ proteinu LONRF3 na matrici (Obr. 27b). Vysledky podporuji hypotézu interakce
mezi proteinem LONRF3 a chaperony Hsp70/90, avSak pokles interakce v pfitomnosti
C-terminalnich peptidii danych chaperoni je pouze mirny (Obr. 27a). Zajimavym
pozorovanim byl vliv lyzaénich pufri na protein-proteinové interakce. Pufr

s 0,5% CHAPS totiz vyraznég snizil interakci proteint LONRF3/Chip-SBP-Hsp70/90.
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Obr. 27 Interakce proteinu LONRF3 s chaperony SBP-Hsp70 a SBP-Hsp90. a) Vysledky SBP
pull-downu lyzatd bunék HI1299-SBP-Hsp70 a HI1299-SBP-Hsp90 s transfekovanym plasmidem
kédujicim protein HA-LONRF3. Proteiny byly detekovany westernovym pienosem s pouZzitim protilatek
anti-HA, anti-Chip, anti-Hsp70 a anti-Hsp90. Jako kontrola nandsek na gel byly detekovany Hsp70/90.
Lyzaénimi pufry byly: 50mM Hepes, pH 7,5, S0mM KCI, 100mM KAc, 2mM MgCl,, 1:100 avidin, 1:100
inhibitor proteaz s 1) 0,5% CHAPS 2) 0,5% CHAPS s benzonazou (1:2000) 3) 0,5% NP-40 nebo 4) 0,5%
NP-40 s benzonazou (1:2000). lyz = lyzat, Benz = benzonaza, pept. = C-terminalni peptidy Hsp70/90 b)
Kontrola nespecifické vazby LONRF3 na streptavidinovou matrici. Matrice byla pied inkubaci s lyzatem
zablokovana 2mM biotinem (viz. metoda 3.2.8.1.).

Pro ovéteni interakéniho rozhrani mezi proteinem LONRF3 a chaperony Hsp70/90
byl proveden SBP pull-down purifikovanych bakteridln€ produkovanych chaperonti
SBP-Hsp70, SBP-Hsp70A, SBP-Hsp90 a SBP-Hsp90A inkubovanych s lyzaty bunck
HEK?293 s ektopickou expresi proteinu HA-LONRF3. Proteiny SBP-Hsp70A
a SBP-Hsp90A maji deletovany jejich C-koncové sekvence (PTIEEVD, RMEEVD,
v daném poftadi). Putativni interakce proteinu LONRF3 s C-koncem danych chaperonti

by se méla projevit snizenim vazby proteinu LONRF3 k terminalné¢ deletovanym
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proteinlim oproti proteinim plnodélkovym. Z divodu nepiesnosti
pfi spektrofotometrickém stanoveni koncentrace (nizkd koncentrace obsazenych
proteinll) byla Cistota a mnoZstvi bakterialn€ purifikovanych proteinit SBP-Hsp70,
SBP-Hsp70A, SBP-Hsp90 a SBP-Hsp90A nejprve ovéfena pomoci SDS-PAGE
a Coomassie barveni (Obr. 28a). Pro reakce bylo nasledné pouzito mnozstvi proteinti
v pomérech SBP-Hsp70:SBP-Hsp70A 1:1,2 a SBP-Hsp90:SBP-Hsp90A 1:3. Z vysledkt
pull-down analyzy je patrné, Ze zatimco protein LONRF3 interaguje se chaperonem
SBP-Hsp70, jeho vazba k proteinu SBP-Hsp70A je vyrazné sniZzena (Obr. 28b). Interakce
proteini SBP-Hsp90 a SBP-Hsp90A s proteinem LONRF3 byla nezménéna. Jako
pozitivni kontrola byla opét detekovana interakce s endogennim proteinem Chip. Tyto
vysledky naznacuji, Ze pro vazbu Hsp70-LONRF3 je pfitomnost C-koncového motivu
chaperonu Hsp70 nezbytna. Naopak, C-konec Hsp90 se zda byt postradatelnym pro vznik
komplexu Hsp90-LONRF3.
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Obr. 28 Charakterizace interakce proteinu LONRF3 s bakterialné produkovanymi chaperony
SBP-Hsp70, SBP-Hsp70A, SBP-Hsp90 a SBP-Hsp90A. a) Srovnani hladin purifikovanych proteind
po SDS-PAGE s Coomassie barvenim. Mnozstvi je vzdy vztazeno k 5 ng SBP-Hsp70 (70) ¢i SBP-Hsp90
(90). b) Detekce interakce purifikovanych bakterialnich proteintt SBP-Hsp70, SBP-Hsp70A, SBP-Hsp90
a SBP-Hsp90A s lyzatem bunek HEK293 s ektopickou expresi proteinu HA-LONREF3. Deletované formy
chaperonti jsou bez C-konce (PTIEEVD, RMEEVD). Proteiny byly detekovany westernovym pienosem
s pouzitim protilatek: anti-HA a anti-Chip. Pouzité lyzacni pufry jsou uvedeny v kapitole 3.2.8.1. lyz =
lyzat, benz = benzonaza

64



4.4 Funkéni analyza proteinu LONRF3

4.4.1 Funkéni analyza proteinu LONRF3 in vivo

Jelikoz neni o funkci proteinu LONRF3 doposud nic znamo, byla nejprve urcena jeho
subcelularni lokalizace pomoci konstruktu pcDNA3-LONRF3-C-mCherry (pripraven
drive na nasem pracovisti), ktery byl transfekovan do bunééné linie MCF-7. Tento
konstrukt exprimuje protein LONRF3 s C-termindln¢ fuzovanym fluorescencnim
proteinem mCherry, jehoz fluorescence byla vizualizovéana fluorescen¢nim mikroskopem
(excitace, 587 nm; emise, 610 nm). Vysledky ukazuji, Ze je protein LONRF3 pfitomen
pievazné v jadie (Obr. 30). Proteiny jsou transportovany z cytoplasmy do jadra diky
specifické lokaliza¢ni sekvenci NLS (Nuclear Localization Sequence), kterd je
rozpoznana importnimi mechanismy (Makkerh et al., 1996). Analyza aminokyselinové
sekvence proteinu LONRF3 pomoci nastroje NLS-mapper (internetovy zdroj 3) odhalila
sekvenci, jez by se mohla podilet na lokalizaci naseho proteinu v jadie (Obr 29a).
Pro spravnou funkci NLS jsou dulezitymi aminokyselinami lysin (K) a arginin (R)
ajednim z moznych zplsobl pro vyrazeni NLS ze své funkce je delece sekvence
obsahujici tyto aminokyseliny (Makkerh er al., 1996). Za tucelem delece oblasti
419KKRK42, proteinu LONRF3 byla provedena cilend mutageneze dané kodujici
sekvence na vektoru pENTR221-LONRF3-Flc neobsahujiciho stop kodon v genu
LONRF3 (metoda 3.2.11.). Vznikly konstrukt pENTR221-LONRF3-dels19KKRK42,-Flc
byl nasledné pomoci LR reakce s plasmidem pcDNA3-C-mCherry-DEST rekombinovéan
za vzniku konstruktu pcDNA3-LONRF3-dels19KKRK42,-C-mCherry. Abychom ovéfili
uspeésnost LR reakce, bylo provedeno restrikéni Stépeni vektoru pcDNA3-LONREF3-
del419KKRK422-C-mCherry a destinacniho vektoru pcDNA3-C-mCherry-DEST pomoci
endonukledzy EcoRV, kterd vystépuje obsah rekombinacni kazety (pokud je prazdna,
vzniké fragment o velikosti 1700 bp). Vysledky potvrdily GispéSnost LR reakce, protoze
Stépeni  vektoru pcDNA3-LONRF3-dels19KKRK422-C-mCherry  dalo  vzniknout
fragmentu odpovidajicimu velikosti sekvence kodujici protein LONRF3 (2280 bp,
Obr. 29b). Vznikly plasmid pcDNA3-LONRF3-C-mCherry byl nésledné transfekovan
do bunék MCF-7 a pomoci fluorescenéniho mikroskopu byla sledovana lokalizace
fluorescen¢niho signalu proteinu mCherry. Z vysledka je patrné, ze protein LONRF3
s deletovanym tisekem NLS je pfitomen pouze v cytoplasmé (Obr. 30). Tento vysledek

naznacuje, ze se nam podafilo identifikovat a ovefit NLS sekvenci proteinu LONRF3.
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a) MESVRIEQMLSLPAEVSSDNLESAERGASAAQVDMGPHPKVAAEGPAPLP 50
TREPEQEQSPGTSTPESKVLLTQADALASRGRIREALEVYRQLSERQQLV 100
AEQLEQLVRCLAEKVPQGEALAPAPPDEGSTASGTVAAEETGAAAAAAAT 150
EVWDGFKCRKCHGFLSDPVSLSCGHTFCKLCLERGRAADRRCALCGVKLS 200

ALMVATGRARGARRAGQQPPPPLRVNVVLSGLLGKLFPGPARASQLRHEG 250 Predicted monopartite NLS
NRLYRERQVEAALLKYNEAVKLAPNDHLLYSNRSQIYFTLESHENALHDA 300
EIACKLRPMGFKAHFRKAQALATLGKVEEALREFLYCVSLDGKNKRARCE 350 Pos. Sequence Score

AQRDNLELPHCSSQEEAAARGDGSSLMDPAKVKGDGQQHHMKDQEEEEEK 400
WDATSPKAASSKTGKCOEKKRKHCQTESQEETGMPNKASKQDPPTDQGDK 450 340 | LDGKNKRARCE | 6
PALSLPLASFDASDLECALCMRLFYEPVTTPCGHTFCLKCLERCLDHNAK 500 417 | QEKKRKHCQI | 8.5
CPLCKDGLSQCLASRKYSKNVIMEELIAKFLPEELKERRKLYEEEMEELS 550
NLNKNVPIFVCTMAYPTVPCPLHIFEPCYRLMIRRCIETGTRQFGMCLGD 600
PVKGFAEYGCILEIRNVQFFADGRSVVDS IGKRRFRVLHQSQRDGYNTAD 650
IEYIEDQKVQGEDCAELMGLHNCVYQQASLWFHSLKLSLKNRILNHFGPM 700
PEKDADPQMNPNGPAWCWWMLAVLPLESRAQLPFLAMRSLKDRLNGIRRV 750
LAFISRNQN 759

b)

Obr. 29 Pritomnost NLS (nulcear localization signal) a cilena mutageneze v NLS. a) Vysledky
predikce NLS pomoci nastroje NLS-mapper (internetovy zdroj 3). Cervené jsou znazornény sekvence
predikovanych NLS. b) Vysledky restrikéniho Stépeni konstrukti pcDNA3-LONRF3-C-mCherry (1)
a pcDNA-C-mChery-DEST (2) endonukledzou EcoRV. U vzorku 1 je viditelna pfitomnost delSiho
fragmentu, odpovidajici velikostné genu LONRF3 (2280bp) a nizsi fragment u vzorku 2 odpovida
velikostné sekvenci pro rekombinaéni kazetu (1700 bp).

LONRF3del;,KKRK,,,-C-mCherry

Obr. 30 Lokalizace proteinu LONRF3 irn vivo. Buitkky MCF-7 byly transfekovany konstrukty pcDNA3-
LONRF3-C-mCherry a pcDNA3-LONRF3-delsjgKKRK42,-C-mCherry. Oba konstrukty exprimovaly
protein  LONRF3 s fuzovanym s fluorescencnim proteinem mCherry. Buniky byly pozorovany
fluorescen¢nim mikroskopem pfi zvétseni 300x.
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4.4.2 Vliv vybranych latek na transkripci genu LONRF3

Buniky reaguji rychle na zménu vnitiniho prostfedi pomoci snizeni ¢i zvySeni exprese
danych genii. Ovlivnéni chaperonového systému tepelnym Sokem ¢i farmakologickou
inhibici jeho slozek vede k aktivaci transkripcniho programu fizeného transkripénim
faktorem HSF1 (Powers a Workman, 2007). Aktivita HSF1 vede ke zvySené expresi
nékterych molekularnich chaperonii a jejich ko-chaperonti (Shi et al., 1998). Tento
trankripcni program je oznacovan jako heat-shock response (HSR). Jelikoz vychazime
z ptredpokladu, Zze by mohl byt protein LONRF3 soucasti chaperonové sité (viz. predchozi
vysledky), zjistovali jsme, jak je ovlivnéna exprese jeho genu v bunééné linii MCF-7
pusobenim inhibitoru Hsp90 (AUY922, 10nM; 17-AAG, 2uM), inhibitoru translace
(puromycin, 0,5 pg/ml) a inhibitoru proteazomu (bortezomib, 100nM) (Trepel et al.,
2010, Yarmolinsky a Delahaba, 1959). VSechny tyto latky vyvolavaji HSR (Baler et al.,
1996, Powers a Workman, 2007). Kontrolou byly bunky linie MCF-7 ovlivnéné 0,1%
DMSO. Nejprve jsme ovérili, ze doslo u ovlivnénych bunék k aktivaci HSF1. HSF1 se
vyskytuje v inaktivované form¢ jako monomer. Po vystaveni bunék proteotoxickému
stresu dochéazi k jeho trimerizaci a naslednému pfesunu do jadra, kde svou vazbou
na promotorové sekvence zvysuje expresi heat-shock proteinii. Souc¢asti aktivace HSF1
je jeho fosforylace v pozici Ser326 (Guettouche et al., 2005). Pfitomnost této
fosforylované formy HSF1 jsem testovali pomoci westernového pifenosu (Obr. 31).
Vysledky ukazuji, ze mira fosforylace HSF1 v pozici S326 je ovlivnéna pfitomnosti
pouzitych induktortt HSR. Zatimco vlivem puromycinu a 17-AAG doslo ke snizeni
hladiny fosforylace HSF1, bortezomib a AUY922 tuto fosforylaci zvySuji (nandska
proteinli ve vzorku ovlivnéném AUY922 je niZsi oproti ostatnim vzorklim). Na zaklad¢

téchto vysledii jsme pfistoupili k determinaci miry exprese genu LONRF3 v ovlinénych
bunkach.

HSF1-S326-p

Obr. 31 Vliv vybranych latek na hladinu aktivovaného HSF1. Bunky linie MCF-7 byly ovlivnény
AUY922 (10nM), 17-AAG (2uM), puromicinem (0,5 pg/ml), bortezomibem (100nM) a DMSO (0,1%)
a inkubovany 16 h. Pred zpracovanim bun¢k pro qRT-PCR, byl odebran vzorek pro westernovy pienos.
Bunky byly lyzovany v pufru NET s inhibitorem protedz (1:100) (metoda 3.2.7.). HSF1 bylo detekovano
westernovym pienosem s pouzitou protilatkou anti-HSF1-Ser326-p. Pro kontrolu naneseného mnozstvi
vzorki byla membrana nespecificky obarvena amidocerni.
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Abychom mohli urcit pfesny pocet kopii molekul mRNA genu LONRF3, byla
nejprve sestavena kalibracni ptimka o zndmém poctu kopii (Obr. 32) (metoda 3.2.16).
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Obr. 32 Kalibra¢ni pfimka pro mnoZstvi kopii DNA genu LONRF3 v zavislosti na Ct (cycle of
treshold, cyklus kdy dochézi k narustu fluorescence nad prédh pozadi). Pro sestaveni kalibrac¢ni fady
o znamém poctu kopii DNA amplikonti byla provedena PCR reakce pro amplifikaci LONRF3 (metoda
3.2.16.). Z namérenych koncentraci precisténych amplikonti byl spocitan pocet kopii (pomoci molekulové
hmotnosti amplifikované DNA, koncentrace a Avogadrovy konstanty) a byla pfipravena koncentraéni fada
pro néslednou qRT-PCR (12 vzorkil s poéty kopii amplikondi 1-10'? az 1-10'/ul). Z naméfenych hodnot
gRT-PCR byla sestavena kalibra¢ni piimka (po¢ty kopii cDNA byly dekadicky zlogaritmovany), ziskana
regresni pfimka byla pouzita pro vypocet poctu kopii cDNA podle naméfenych hodnot Ct.

Vysledky qRT-PCR ukazuji signifikantné zvySené mnoZzstvi kopii cDNA pro gen
LONRF 3 ve vzorcich po ovlivnéni bortezomibem — 130krat vyssi exprese oproti kontrole
(Obr. 33, Tab. 11). Naopak u bunék ovlivnénych AUY922 a 17-AAG doslo u dané¢ho
genu ke statisticky vyznamnému snizeni exprese (p<0,05, Mann-Whitney U test),

pfi¢emz AUY922 sniZil expresi 11krat a 17-AAG 100krat.
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Obr. 33 Vliv vybranych latek na expresi genu LORF3. Bunky linie MCF-7 byly ovlivnény AUY922
(10nM), 17-AAG (2uM), puromicinem (0,5 pg/ml), bortezomibem (100nM) a DMSO (0,1%) a inkubovany
16 h. Izolovana RNA byla pfepsana reverzni transkripci na cDNA a byla provedena qRT-PCR. Absolutni
pocty kopii cDNA byly spocitany pomoci kalibra¢ni kiivky o zndamém poctu kopii DNA LONRF3. Ziskané
hodnoty byly pfepocitany pomoci dekadického logaritmu. Vysledky ukazuji primérné hodnoty poctu kopii
cDNA LONRF3 a smérodatné odchylky ziskané z biologickych triplikati. Hvézdicka znazornuje statisticky
vyznamny rozdil mezi kontrolnimi bunkami ovlivnénymi DMSO a ostatnimi latkami. (p<0,05,
Mann-Whitney U test).
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Tab. 11 Absolutni mnoZstvi kopii DNA genu LONRF3. Bunky linie MCF-7 byly ovlivnény AUY922
(10nM), 17-AAG (2uM), puromicinem (0,5 pg/ml), bortezomibem (100nM) a DMSO (0,1%) a inkubovany
16 h. Izolovana RNA byla pfepsana reverzni transkripci na cDNA a byla provedena qRT-PCR. Absolutni
pocty kopii DNA byly spocitany pomoci regresni rovnice LONRF3 (Obr.32) viz metody 3.2.14-16.

pouzité latky mnozstvi kopii cDNA

genu LONRF3
DMSO 8,11E+08
Puromycin 8,40E+08
Bortezomib 1,07E+11
17-AAG 6,50E+06
Auy922 7,19E+07

Abychom ovéfili, zda byl béhem qRT-PCR amplifikovan specificky produkt, byla
po ukonceni PCR provedena analyza kiivek tani (disociacni analyza). Z disocia¢ni kiivky
(Obr. 34) Ize usuzovat, podle pfitomnosti dominantniho piku, na vyskyt jednoho PCR
produktu.
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Obr. 34 Disocia¢ni kiivka produkti qRT-PCR. Analyza disociaéni kiivky prob&hla po ukonceni

gRT-PCR v rezimu 95 °C 15 s a 60°C 15 s. Jelikoz je pfitomen pouze jeden pik, kfivka podporuje vyskyt
pouze jednoho produktu z qRT-PCR.

Pro ovéfeni aktivace HSF1 vlivem bortezomibu, byly buiky linie MCF-7
ovlivnéné bortezomibem po dobu 16 h rozdéleny na jadernou a cytoplasmatickou frakci
a nésledné v nich bylo detekovéna ptitomnost HSF1 (Obr. 35). Pro kontrolu tspéSnosti
frakcionace  byly pouzity protilatky proti jadernému  proteinu PARP-1
a cytoplasmatickému a-tubulinu. Z vysledki westernového pienosu je patrné, ze doslo
vlivem bortezomibu k aktivaci HSF1 reprezentované jeho alokaci v jaderné frakci. Tyto
vysledky naznacuji, ze HSR aktivovana bortezomibem muze ptedstavovat selektivni

trankripCni program, mezi jehoz cilové genu patii LONRF3.
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Obr. 35 Rozdéleni bunék MCF-7 ovlivnénych bortezomibem na jadernou a cytoplasmatickou frakei.
Bunky MCF-7 ovlivnéné 100nM bortezomibem po dobu 16 hodin byly rozdéleny na jadernou
a cytoplasmatickou+membranovou frakci (metoda 3.2.9.). Kontrolou byly buiky ovlivnéné 0,1% DMSO.
Koncentrace proteinti v jednotlivych frakcich byly zjistény metodou dle Bradforda (metoda 3.2.10.).
Uspé&snost frakcionace byla ovéfena westernovym pienosem s protilatkami proti jadernému proteinu
PARP-1 a cytoplasmatickému a-tubulinu. HSF bylo detekovano protilatkou proti aktivovanému
(fosforylovanému) HSF1-Ser326-p. Z vysledk je patrna nuklearni sekvestrace aktivovaného HSF1 vlivem
100nM bortezomibu. cp = cytoplasmatické proteiny, mp = membranové proteiny, np = jaderné proteiny.
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5 Diskuze

Dosavadni poznatky o proteinu LONRF3 neposkytuji mnoho opérnych bodi pro zasazeni
jeho mozného vyznamu do kontextu bunécného proteomu, coz doklada absence jakékoliv
publikace o jeho funkci v databazi webofknowledge.com. Tato diplomova prace tedy
pfinasi prvni vysledky tykajici se charakterizace struktury a funkce proteiny LONRF3.

Pomoci databaze uniprot.org bylo zjisttno doménové uspotfadani proteinu
LONRF3. Jelikoz tento protein obsahuje ve své struktuie RING doménu s motivem
zinkového prstu a TPR doménu (Obr. 14), byla na zaklad¢ funkéni podobnosti
formulovéna hypotéza, ze by mohl mit protein LONRF3 obdobnou funkci jako E3
ubikvitin ligdza Chip. Protein Chip je TPR ko-chaperon proteini Hsp70 a Hsp90
a prostfednictvim vazby na jejich C-konec tidi degradaci substrati danych chaperonti
(Jiang et al., 2001). Na C-konci téchto chaperont je ptfitomen EEVD motiv, ktery je
ligandem pro TPR ko-chaperony a jejich vzajemnd interakce je zprostiedkovéana
elektrostatickymi silami mezi péti konzervovanymi aminokyselina TPR domény
a karboxylovymi skupinami koncového aspartdtu motivu EEVD (Scheufler et al., 2000).
Proto bylo provedeno mnohocetné srovnani sekvenci TPR domény Chip a LONRF3.
Vysledky u proteinu LONRF3 potvrdily pfitomnost péti rezidui tvoficich
»~two-carboxylate clamp,” coz podporuje hypotézu, Ze by mohl byt LONRF3
potencidlnim TPR ko-chaperonem (Obr. 15). Navic byla na zacéatku ,,two-carboxylate
clamp* pozorovana zaména lysinu (KXXGN) za arginin (RXXGN). Arginin 1 lysin jsou
pozitivni aminokyseliny a jejich zdména tudiZ nezpiisobuje zménu naboje. Jelikoz se tato
zaména vyskytuje i u ko-chaperonu Tomm34, jehoz interakce s EEVD motivem neni
touto zaménou ovlivnéna (Trcka ef al., 2014), predpokladame, Ze by mél byt protein
LONREF3 schopen interakce s C-koncem Hsp70/90.

Pro provedeni zakladni strukturni a funkcni analyzy byl protein LONREF3
exprimovan v bakterialnim expresnim systému (produkéni kmen bakterii E. coli
BL21-(D3)-RIPL). JelikoZ nejvyrazné&jsi indukci exprese proteinu LONRF3 vykazoval
vektor pDEST17-N-Hisg-tev-LONRF3 (Obr. 17), byl pouZit pro naslednou optimalizaci
purifikace daného proteinu. B€hem optimalizace lyza¢niho pufru bylo zjiSténo, Ze vyssi
iontova sila a pfitomnost zineCnatych kationtd nemaji pozitivni vliv na solubilizaci
proteinu LONRF3, protoZze jeho majoritni mnozstvi ziistdvalo nerozpustné v peletu
(Obr. 18). Z toho divodu ptredpoklddame, Ze protein LONRF3 vytvaii v bakteriich

nerozpustné agregaty-inkluzni téliska, kterd jsou cCasto tvoifena b&hem bakterialni
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produkce proteintt (Williams et al., 1982). Extrakce proteind z téchto télisek je mozna
pouze za pouziti detergentii (Chisnall et al., 2014). Proto byl béhem dalsi optimalizace
pouzit aniontovy detergent sarkosyl. Pti pouziti jeho 2% roztoku v 50mM HEPES pH 7,5
bylo pozorovano vyrazné zvyseni solubilizace proteinu N-Hisg-tev-LONRF3 (Obr. 19),
zaroven vsak byla pozorovana nizkd vazba proteinu na Ni-NTA agardézovou matrici
(Obr. 20). Pro solubilizaci proteint je sarkosyl pouzivan v koncentraénim rozmezi 0,1-
10 % (Chisnall et al., 2014, Tao et al., 2010). Pouzita Ni-NTA agar6zovou matrice je
optimalizovana na koncentraci sarkosylu 0,3 %. Proto byla provedena optimalizace
pouzitych koncentraci sarkosylu v rozmezi 0,3-1 % (Obr. 21). Zaroven, podle Tao et al.,
zlepsuje TritonX-100 vazbu Hisg-MBP solubilizovaného sarkosylem na Ni-NTA matrici
(Obr. 22). Diky témto poznatkiim byl nalezen vhodny lyza¢ni pufr — 50mM HEPES, pH
7,5, 0,3% sarkosyl a 1mM PMSF a pted inkubaci bakteridlniho lyzatu s matrici byl
pridan TritonX-100 v kone¢né koncentraci 2 %. Timto postupem byl pfipraven protein
LONRF3 a N-Hisg-rbs-LONRF3 (Obr. 23).

Proteiny Hsp70, Hsp90 a také nékteré ko-chaperony (p23) patii mezi ATPazy
a méni svou konformaci v zavisloti na vazbé ATP/ADP (Hartl ef al., 2011, Young a Hartl,
2000). Pomoci nastroje NsitePred bylo identifikovano v aminkokyselinové sekvenci
proteinu LONRF3 pét vazebnych mist pro ATP a jedno pro ADP (Chen et al., 2012).
Vysledky limitované proteolyzy (Obr. 24) vsak neukazuji, ze by protein LONRF3
podléhal strukturnim zméndm indukovanym vazbou ATP/ADP, které by byly
detekovatelné pomoci limitované proteolyzy. AvSak nelze s ur€itosti tvrdit, Ze strukturni
motivy proteinu LONRF3 nejsou schopny vazby ATP a ADP, jelikoZ metoda jeho
purifikace mohla vést k jeho denaturaci (viz niZe).

Informace o struktufe proteinu LONRF3 dopliuji vysledky analyzy HDX-MS
(Obr. 25). Interpretace téchto vysledki neni jednoznacna, jelikoz nelze s urcitosti fici, zda
¢i nakolik byl protein LONRF3 (v disledku pouZité metody jeho purifikace) v nativnim
¢i Castecné denaturovaném stavu. Podle Chisnall et al. nemé pfitomnost sarkosylu béhem
purifikace vliv na funkci ziskaného proteinu, podle Tao ef al. je vSak funkce ovlivnéna
koncentraci sarkosylu a dalS§imi aditivy, Yadava a Ockenhouse tvrdi, Ze pifi pouZiti
0,5% sarkosylu je ¢ast ziskanych proteini v denaturovaném a ¢ast v nativnim stavu
(Chisnall et al., 2014, Tao et al., 2010, Yadava a Ockenhouse, 2003). Na ¢astecnou
denaturaci proteinu LONRF3 purifikovaného sarkosylovaou metodou vSak poukazuje

absence rostouciho trendu deuterace s ¢asem (Obr. 25). U dat ziskanych z HDX-MS TPR
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domén proteinu Tomm34, Ize totiz pozorovat s rostoucim Casem vyraznou zménu
v deuteraci aminokyselin (Trcka et al., 2014). Jako kontrola vlivu sarkosylu na strukturu
proteinti by mohla slouzit HDX-MS analyza vzorki solubilniho purifikovaného proteinu
s €1 bez pridavku sarkosylu. Jestlize vSak byl protein LONRF3 purifikovan v nativnim
stavu, byly timto experimentem ziskany nové informace o jeho sekundarni struktufte.

Vysledky charakterizace protilatek proti proteinu LONRF3 prokazaly jejich
specifitu vici proteinu LONRF3 (Obr. 26¢). Zaroven bylo zjisténo, Ze jsou ziskané
protilatky schopné vazby i na epitopy pfitomné v nativni formé proteinu LONRF3
(Obr. 26d) a mohly tudiz byt v budoucnu pouzity pro imunofluorescen¢ni barveni ¢i
immunoprecipitaci.

Hlavni soucasti diplomové prace bylo ovéfeni hypotézy, zda je protein LONRF3
ko-chaperonem proteinit Hsp70 a Hsp90. Krom¢ in silico predikce k tomu slouzily také
rizna uspofadani SBP pull-down analyz. Jelikoz je znamo, ze TPR ko-chaperony
interaguji s chaperony Hsp70/90 prostiednictvim jejich C-koncem (Ballinger et al., 1999,
Carrigan et al., 2004), byla putativni interakce LONRF3-Hsp70/90 ovéfena metodou
pull-down v pfitomnosti nadbytku C-termindlnich peptidd Hsp70/90 ¢i prostfednictvim
proteini Hsp70/90, jenz nemély ve své struktute pritomen sviij C-konec. Z vysledki
pull-down analyzy je patrné, ze protein LONRF3 pravdépodobné interaguje jak
s chaperonem Hsp70, tak s Hsp90. Pro ovéfeni specifity analyzovanych interakci, byl
nejprve proveden SBP pull-down s lyzaty bunék linie H1299-SBP-Hsp70/90 s ektopicky
exprimovanym proteinem HA-LONREF3 s pfidanymi C-termindlnimi peptidy Hsp70/90.
Vysledky ukazuji mirné sniZenou interakci mezi proteinem LONRF3 a chaperony
Hsp70/90 v ptitomnosti nadbytku C-terminalnich peptidi Hsp70/90 (Obr. 27a). Pouze
nepatrné snizeni LONRF3-Hsp70/90 interakce mohlo byt zplsobeno strukturné
neuskutecnitelnou kompetici mezi koncovymi peptidy a TPR doménou proteinu
LONRF3. Divodem mohla byt sterickd nedostupnost TPR domény proteinu LONRF3
vazan¢ k SBP-Hsp70/90 pro voln¢ C-termindlni peptidy. Obdobny jev byl pozorovan
u EEVD-zavislé interakce proteinu Tomm34 s Hsp70 (Trcka et al., 2014). Pfesto vSak
tyto vysledky podpofily hypotézu existence interakce mezi LONRF3 a molekularnimi
chaperony.

Pro dalsi ovéfeni interakéniho rozhrani mezi proteinem LONRF3 a molekuldrnimi
chaperony byl proveden SBP pull-down purifikovanych bakterialné produkovanych
proteinlit SBP-Hsp70/90 a SBP-Hsp70A/90A (s deletovanymi C-konci) inkubovanych

s lyzatem bunck HEK293 s ektopickou expresi HA-LONRF3. Vysledky ukazaly, Ze
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zatimco HA-LONRF3 interaguje s chaperonem SBP-Hsp70, jeho vazba k SBP-Hsp70A
je vyraznym zpusobem sniZzena. Naopak interakce chaperonti SBP-Hsp90 a SBP-Hsp90A
je nezménéna (Obr. 28b). Dokonce je pozorovano mirné zvyseni interakce proteinu
LONREF3 s proteinem SBP-Hsp90A. Z vysledkiit SBP pull-down experimenti vyplyva, ze
je pro interakci LONRF3-Hsp70 nezbytnd ptfitomnost C-koncového motivu, zatimco
C-konec proteinu Hsp90 se jevi jako postradatelny pro vznik komplexu LONRF3-Hsp90.
Skutecnost, ze nebyl pozorovan pokles interakce mezi protein LONRF3 a SBP-Hsp90A,
ale naopak jeji zesileni mohla byt zpisobena zménou konformace proteinu Hsp90
pfideleci jeho C-konce nebo také mulze odrazet EEVD-nezavislou interakci
LONRF3-Hsp90, kterd je zeslabovana vazbou jinych ko-chaperonti k EEVD vazebnému
motivu Hsp90. Ziroven byly chaperony vtomto SBP pull-down experimentu
produkovany v bakteriich a postradaly tudiz postranslaéni modifikace, jez byly
u chaperonti v pfedchozim experimentu pfitomny. Nelze tedy vyloucit, ze jsou
do interakce mezi témito proteiny zahrnuty i postranslacni modifikace chaperont.
Soucasné bylo potvrzeno, ze nedochazi k nespecifické vazb¢é proteinu LONRF3
na streptavidinovou matrici (Obr. 27b).

Zajimavy byl vliv lyza¢nich pufri na protein-proteinové interakce. Pestoze protein
Chip interaguje s C-koncem proteind Hsp70/90 (Ballinger et al., 1999), bylo pozorovano
vyrazné sniZzeni této interakce pii pouziti lyza¢niho pufru s0,5% CHAPS oproti
0,5% NP-40. Protein CHAPS je zwitteriontovy detergent a obsahuje tudiz kladné
1 z&porn¢ nabitou ¢ast, kdezto NP-40 je neionogennim detergentem. Je tedy mozné, Ze
diky své chemické struktute rozrusuje CHAPS protein-proteinové interakce vice a tudiz
by mohl snaze rozrusit elektrostatické interakce, které jsou zapojeny v interakci Hsp-TPR
doména (Scheufler et al., 2000).

Dalsi vysledky funkéni analyzy proteinu LONRF3 in vivo ukazuji, Ze se nam
podatilo identifikovat a ovetit NLS sekvenci proteinu LONRF3 (Obr. 29). Vysledky tedy
prokazaly lokalizaci proteinu LONRF3 v jadie (Obr. 30).

Propojeni vysledkt in vivo analyzy se SBP pull-down experimenty naznacuje, Ze
protein LONRF3 interaguje s jadernymi chaperony Hsp70 a Hsp90. Chaperon Hsp90 se
kuptikladu Gi¢astni regulace transkripce, remodelace chromatinu a podili se i na sestaveni
20S jednotky proteazomu (Calderwood a Neckers, 2016, Eleuteri et al., 2002). Protein
Hsp70 se v jadte podili na ochrané jaderné DNA pied jednotetézcovymi zlomy (Kotoglou

et al., 2009). Protein LONRF3 tady miize piedstavovat jaderny ko-chaperon Hsp70/90.
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Za povSimnuti stoji i vysledky vyhledavani v databazi IntAct, kterd pfifadila
proteinu LONRF3 interakce s proteiny APPBP2 (Amyloid protein-binding 2), NOTCH2
(Notch homolog 2 N-terminal-like protein) a s prohibitinem. VSechny tfi proteiny jsou
dle informaci v databazi lokalizované i v jadfe. Zaroven bylo z databaze zjiSténo, ze
protein APPBP2 obsahuje ve své struktuie 8 TPR repetic. Protein NOTCH2 krom¢ fady
jinych proteinti interaguje i se clenem rodiny Hsp70-HSPA12A, coz by mohlo naznacovat
existenci komplexu LONRF3-Hsp70-NOTCH2 a prohibitin se G¢astni inhibice syntézy
DNA.

Predchozi vysledky ukézaly, ze by mohl byt protein LONRF3 soucasti
chaperonového systému. Jelikoz vede ovlivnéni tohoto systému tepelnym Sokem nebo
farmakologickou inhibici jeho slozek k aktivaci HSR fizeného HSF1 (Powers a
Workman, 2007, Shi et al., 1998), zjistovali jsme jak je ovlvinéna exprese genu LONRF'3
pusobenim inhibitortt Hsp90 (17-AAG, AUY922), translace (puromycin) a proteazomu
(bortezomib). I kdyz mély vSechny pouzité latky aktivovat HSR (Baler et al., 1996,
Powers a Workman, 2007), nebylo pozorovano zvysené mnozstvi fosforylované formy
HSF1 (S326) u bunék linie MCF-7 ovlivnénych puromycinem a 17-AAG (Obr. 31).
Jestlize vSak neni fosforylace v pozici S326 vhodnym ukazatelem miry aktivace HSF1
(Budzynski et al., 2015), mohlo byt i pies dané vysledky HSF1 aktivované. Signifikantné
zvySend exprese genu LONRF'3 byla pozorovéana pouze u bunééné linie MCF-7 ovlivnéné
inhibitorem proteazomu (Obr. 33). Na druhou stranu byl pozorovan pokles exprese
daného genu ovlivnénim bunék inhibitory chaperonu Hsp90. Tento rozdil naznacuje, Ze
pravdépodobné nedoslo k aktivaci exprese genu LONRF3 pisobenim zvySené aktivity
transkripéniho faktoru HSFI1. Inhibici proteazomu jsou kromé& HSF1 aktivovany
1 transkripéni faktory Madl (Mitotic arrest deficient-like 1), Gadd153 (DNA damage
inducible transcript 3) a ATF3 (Activating transcription factor 3) (Zimmermann et al.,
2000). Je tedy mozné, Ze by mohla byt aktivita genu LONRF3 ovlivnéna jinym

transkripénim faktorem.
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6 Zavér

Proteinové komplexy Hsp70/90 jsou nepostradatelnou soucasti bunééného proteomu
podilejicho se na udrzeni proteinové homeostaze. Soucasti téchto komplexi je 1 fada TPR
ko-chaperonti. V ramci diplomové prace byl studovan protein LONRF3 — novy,
potencidlni TPR ko-chaperon Hsp70/90. Cilem prace byla uvodni strukturni a funkéni
charakterizace tohoto proteinu.

Nejprve byl naklonovan gen pro protein LONRF3 do n€kolika expresnich vektort
pro bakterialni produkci proteinu. Nasledné¢ byla provedena tada optimalizaci
pro purifikaci proteinu z bakterii, pfi¢emz byly nalezeny optimalni purifikacni podminky
pouzitim lyza¢niho pufru 50mM HEPES pH 7,5 s 0,3% sarkosyelm a ImM PMSF a pted
inkubaci vzniklého lyzatu s Ni-NTA agar6zovou matrici byl pfidan TritonX-100
v kone¢né koncentraci 2 %. Byly vyprodukovany a precistény protein Hisg-rbs-LONRF3
a His¢-TEV-LONRF3 (nésledn¢ byla znacka tohoto proteinu odstépena TEV proteazou
za vzniku proteinu LONRF3).

Informace o struktufe proteinu LONRF3 byly ziskany jednak in silico predikci, dale
limitovanou proteolyzou za pouziti trypsinu a na zaveér pomoci analyzy HDX-MS.
U proteinu Hisg-rbs-LONRF3 nebyl prokézan vliv vazby ATP a ADP na strukturu daného
proteinu, kterd by byla detekovatelnd limitovanou proteolyzou. Jestlize byl protein
LONRF3 po purifika¢nich krocich v nativnim stavu, podafilo se nam ziskat prvotni
informace o jeho sekundérni struktufe pomoci HDX-MS analyzy.

Protein Hisg-rbs-LONREF3 byl taktéZ pouzit pro produkci monoklonalni protidltky
v mysi, ktera byla pfipravena ve spolupraci s firmou Moravian Biotechnology. Vysledky
charakterizace protilatek prokazaly jejich specifitu viici proteinu LONRF3 a zarovei bylo
zjiSténo, Ze jsou dané protilatky schopny vazat i nativni epitop pfitomny v proteinu
LONREF3.

Hlavni soucasti diplomové prace bylo ovéfeni formulované hypotézy, ze by mohl
byt protein LONRF3 TPR ko-chaperonem proteini Hsp70/90. Pomoci riznych
uspofadani SBP  pull-down analyz byla prokdzana interakce proteinu
LONRF3-Hsp70/90. Zaroven vysledky ukéazaly, Ze je pro interakci proteinu LONRF3
s Hsp70 nezbytna piitomnost C-konce daného chaperonu.

Béhem funk¢ni analyzy jsme zjistili pomoci proteinu LONRF3 s fuzovanym
fluorescen¢im proteinem mCherry jeho lokalizaci v jadfe. Subcelularni lokalizaci jsme
nasledné verifikovali pomoci cileni mutageneze v NLS sekvenci.
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Na zavér jsme zjistili pomoci qRT-PCR, jak je ovlivnéna exprese genu LONRF3
v zé&vislosti na proteotoxickém stresu. Vysledky ukazaly signifikantné zvySené mnozstvi
kopii cDNA pro gen LONRF'3 u bun¢k linie MCF-7 ovlivnénych inhibitorem proteazomu
(bortezomibem) a statisticky vyznamné snizené¢ mnozstvi kopii cDNA vlivem inhibitora
Hsp90 (17-AAG a AUY922).

Vsechny cile diplomové prace byly splnény.
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