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Anotace

HURDALEK, ]. Priprava a zdkladni charakterizace fiiznich proteinii sloZenych z PDZ3_Z0-1
a G488. Hradec Kralové, 2023. Diplomova prace. Univerzita Hradec Kralové. Piirodovédecka
fakulta. Vedouci diplomové prace doc. RNDr. Lucie ZEMANOVA, Ph.D.

Fuazni proteiny jsou arteficidlni proteiny ptripravované spojenim dvou a vice proteinovych
domén, zpravidla pomoci genového inZenyrstvi. Jsou dnes Siroce uplatiiovany v medicinég,
védé i chemickém primyslu, nicméné nové poznatky o mezidoménovém ovliviiovani maji
potencial odvétvi designu a pripravy funkcnich faznich proteind nebyvale akcelerovat.
Fuzni proteiny predstavené vtéto praci, FD5A a FD6A, jsou slozeny z PDZ3 domény
proteinu ZO-1 a arteficidlni chameleonské domény Ga.88 a molekuldrnim modelovanim
in silico u nich byla predikovdna vyznamnd mezidoménova ovlivnéni mechanismem
dynamické alosterie. FD5A a FD6A s histidinovymi kotvami byly vramci této prace
exprimovany v E. coli a purifikoviny pomoci afinitni chromatografie s imobilizovanymi
ionty kovli, dale byly kotvy z proteinli odstranény pomoci Stépeni TEV proteasou
a subtraktivni afinitni chromatografie a proteiny byly ptelistény pomoci vyluc¢ovani
chromatografie. Nasledovala charakterizace nékolika biofyzikalnimi metodami: analytické
vyluCovaci chromatografie, dynamického rozptylu svétla, analytické ultracentrifugace,
cirkularniho dichroismu a diferencidlni skenovaci fluorimetrie. Bylo zjiSténo, Ze ackoliv se
proteiny FD5A a FD6A prakticky nelisi terciarni ani sekundarni strukturou, jejich tepelna
stabilita je vyrazné odliSna, coz poukazuje na vzijemné vzdalené ovliviiovani domén
v téchto fuzich.
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Fazni proteiny, chimérické proteiny, PDZ domény, PDZ3 Z0-1, chameleonské proteiny,
Ga88, dynamicka alosterie



Annotation

HURDALEK, ]. The preparation and basic characterisation of fusion protein composed
of PDZ3_Z0-1 and G488. Hradec Kralové, 2023. Diploma thesis. University of Hradec Kralové.
Faculty of Science. Diploma thesis supervisor doc. RNDr. Lucie ZEMANOVA, Ph.D.

Fusion proteins are artificial proteins prepared by connecting of two or more protein
domains, generally with usage of genetic engineering methodology. Today, they are widely
used in medicine, science and chemical industries, but new research in interdomain
communication has the potential to accelerate the field of fusion protein design and
preparation even further. For fusion proteins introduced in this work, FD5A and FD6A,
comprised of the PDZ3 domain of the protein Z0-1 and artificial chameleon domain GA88,
significant interdomain influencing via the mechanism of dynamic allostery was predicted
by molecular modelling in silico. In this thesis, FD5A and FD6A with histidine tags were
expressed in E. coli and purified using immobilised metal affinity chromatography; the tags
were cleaved with TEV protease and proteins were separated with subtractive affinity
chromatography. Furthermore, characterisation using several biophysical methods such as
size-exclusion chromatography, dynamic light scattering, analytical ultracentrifugation,
circular dichroism, and thermal shift assay was successfully attempted. It was determined
that even though FD5A and FD6A do not vary in secondary nor tertiary structure, their
thermal stability is significantly different, which suggests mutual, long-distance influence of
the two domains in these fusions.

Key words

Fusion proteins, chimeric proteins, PDZ domains, PDZ3 Z0-1, chameleon proteins, GA88,
dynamic allostery



Seznam zkratek

A = alanin (v proteinovych sekvencich), adenin (v sekvencich DNA)
ABL1 = homolog virového onkogenu Abelsonovy mysi leukemie 1
(z angl. Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1)
ABR = aktin vazajici oblast (z angl. actin binding region)
AF-6 = afadin
AMP = ampicilin
AMPA = kyselina a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova
(z angl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)
AP = alkalicka fosfatasa (z angl. alkaline phosphatase)
aPKC = atypicka protein kinasa C (z angl. atypical protein kinase C)
ASEC = analyticka vylu€ovaci chromatografie
(z angl. analytical size-exclusion chromatography)
AtoB = acetoacetyl-CoA thiolasa
AUC = analyticka ultracentrifugace
BCR = protein klastrového regionu zlomového bodu
(z angl. breakpoint cluster region protein)
BPB = bromfenolova modf (z angl. bromophenol blue)
BFP = modry fluorescencni protein (z angl. blue fluorescent protein)
BRET = biolimuniscen¢ni rezonancni prenos energie
(z angl. bioluminescence resonance energy transfer)
C = cystein (v proteinovych sekvenci), cytosin (v sekvencich DNA)
CASK = vapnik-dependentni serinova protein kinasa (homolog Lin-2)
(z angl. calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase)
CASP = soutéz kritického hodnoceni predikce struktury
(z angl. Critical Assessment of Structure Prediction)
CAT = chloramfenikol acetyltransferasa
CBB = barvivo Coomassie Brilliant Blue
CBP = kalmodulin vazajici peptid (z angl. calmodulin binding peptide)
CD = cirkularni dichroismus
CFP = cyanovy fluorescencni protein
CLIC1 = intracelularni chloridovy kanal 1
(z angl. chloride intracellular channel 1)
CTB = doména B exotoxinu Vibrio cholerae (z angl. cholera toxin domain B)
CuAAC = Huisgenova Cu-katalyzovana azid-alkyn [3+2] cykloadice
Cx = konexiny (z angl. connexin; Cx43, Cx46, Cx50, Cx45, Cx31.9 a Cx47)
D = aspartat
Dlg = Discs large homology
(Dlg1-4, homology Discs large proteind Drosophila)
DLS = dynamicka rozptyl svétla (z angl. dynamic light scattering)
DMSO = dimethylsulfoxid
dNTP = deoxynukledotid trifosfat (z angl. deoxynucleotide triphosphate)
DSF = diferencni skenovaci fluorimetrie, také TSA = thermal shift assay
DTT = dithiotreitol
Dvl = proteiny rodiny Dishevelled

(homology stejnojmenného Dsh z Drosophila)
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= glutamat (v proteinovych sekvencich),
elucni frakce (v pti popisu purifikace)
= Escherichia coli
= fenylalanin (v proteinovych sekvencich), frakce (pti popisu purifikace)
= region protilatek (z angl. fragment crystallizable)
= Fc receptor, neonatalni
=rychla proteinova kapalinova chromatografie
(z angl. fast protein liquid chromatography)
= Forstertv/fluorescencni rezonancni prenos energie
(z angl. fluorescence resonance energy transfer)
= proSedsi frakce (z angl. flow-through)
proteiny rodiny Frizzled
glycin (v proteinovych sekvencich), guanin (v sekvencich DNA)
= GTPasova protein vazajici doména
(z angl. GTPase protein-binding domain)
= zeleny fluorescencni protein
(z angl. green fluorescence protein; GFP, GFP2)
= protein kotvici G kinasu 1 (z angl. G kinase-anchoring protein 1)
=rodina podjednotek NMDA glutamatového receptoru
=rodina podjednotek AMPA glutamatového receptoru
= guanidin
= protein interagujici s glutamatovym receptorem 1
(z angl. glutamate receptor-interacting protein 1)
= glutathion-S-transferasa
= guanosintrifosfat (z angl. guanosintriphosphate)
= doména homologni guanylat kinase
= histidin
= chromatografie hydrofobnich interakci
(z angl. hydrophobic interactions chromatography)
= virus lidské imunitni nedostatecnosti

(z angl. human immunodeficiency virus)
= hydroxy-methylglutaryl-CoA reduktasa
= hydroxy-methylglutaryl-CoA synthasa
= lidsky papillomavirus (z angl. human papillomayirus)
= lidsky sérovy albumin (z angl. human serum albumin)
= heparangsulfatovy proteoglykan
= lidsky virus leukemie T-bunék (z angl. human T-lymphoma yvirus)
= jsoleucin
= iminodioctova Kkyselina (z angl. iminodiacetic acid)
= iontové vyménna chromatografie
(z angl. ion exchange chromatography)
=rodina imunoglobulini (IgG, hulgG, IgA, IgM, IgE)
= afinitni chromatografie s imobilizovanymi ionty kovt
(z angl. immobilized metal affinity chromatography)
= isopropanol (isopropylalkohol)
= isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
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PDZ

= molekuly adheze spoji
(z angl. junctional adhesion molecule; JAM-A, JAM-B a JAM-C)
= lysin
= kexin
= kinesiny a kinesinu podobné proteiny
(KIF5, KIF1A, KIF13B, KIF1Ba a KIF17)
=leucin
= xylosyl- a glukuronyltransferasa LARGE2
= homolog 1 proteinu Lgl
(z angl. lethal(2) giant larvae protein homolog 1)
= lysofosfatidova kyselina (z angl. lysophosphatidic acid)
= doména B tepelné labilniho enterotoxinu E. coli
(z angl. heat labile enterotoxin domain B)
= dlouhodoba deprese (z angl. long term depression)
= lymfotaktin (formy Ltn10 a Ltn40)
= dlouhodoba potenciace (z angl. long term potentiation)
= methionin
= homolog guanylat kinasy asociované s membranou
(z angl. membrane-associated guanylate kinases homolog)
= matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
= doména proteinu MAL a ptribuznych proteint vezikularniho transportu
a membranového spojeni (z angl. MAL and related proteins for
vesicle trafficking and membrane link)
= maltosu vazajici protein (z angl. maltose-binding protein)
= metabotropni glutamatové receptory
= hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)
= protein s nékolika PDZ doménami 1
(z angl. multiple PDZ domain protein 1)
= mezni hodnota molekulové hmotnosti (z angl. molecular weight cutoff)
= asparagin
= regulac¢ni kofaktor Na*/H* vymény
(z angl. Na+/H* exchange regulatory cofactor)
= neuroligin
= N-metyl-D-aspartat (z angl. N-methyl-D-aspartic acid)
= nuklearni magneticka rezonance
= neurondlni NO-synthasa
= neurexin
= nitrilotrioctova kyselina (z angl. nitrilotriacetic acid)
= pres noc (z angl. over night)
= okludin vazajici oblast (z angl. occludin-binding region)
= prolin (v proteinovych sekvencich), peleta (pfi popisu purifikace)
= polyakrylamidova gelova elektroforéza
= proteiny a komplex defektivniho oddéleni
(z angl. partition/partioning defective; PAR-6, PAR-3)
= polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
= doména proteintli Postsynaptic density 95, Discs-large
a Zonula occludens 1



PICK-1 = protein interagujici s protein kinasou C-a 1

PIP = Fosfatidylinositolfosfat
(z angl. phosphatidylinositolphosphate; PI(4,5)P>)
PMF = hmotnostni otisk prstu peptidu (z angl. peptide mass fingerprinting)
PSD-95 = protein postsynaptické hustoty 95 (z angl. Postsynaptic density 95)
PTPN4 = nereceptorova tyrosin-protein fosfatasa typu 4
(z angl. tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 4)
Q = glutamin
R = arginin (v proteinovych sekvencich),
separace (v FPLC separacich; z angl. run)
RP-HPLC = vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

(z angl. reverse-phase high-performace liquid chromatography)
S = serin

SARS = akutni respira¢ni syndrom (z angl. severe acute respiratory syndrome)
SDS = dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecylsulphate)
SEC = vyluCovaci chromatografie, také gelova filtrace
(angl. size exclusion chromatography)
SH3 = doména 3 homologni se Src (z angl. Src homology 3)
Shank1 = protein s doménami SH3 a nékolika ankyrinovymi repeticemi

(z angl. SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1)
SN = supernatant

T = threonin (v proteinovych sekvencich), thymine (v sekvencich DNA)
Taq = Thermus aquaticus
TEMED = tetramethylethylendiamin
TEV = virus leptané mozaiky tabaku (z angl. Tobacco etch virus)
TIAM-1 = protein indukujicf invazi a metastazi lymfomu T-bunék 1
(z angl. T-lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1)
TOF = analyzator doby letu (z angl. time of flight)
Tris = tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRX = thioredoxin
Vv =valin
VLP = viriim podobna ¢astice (z angl. virus-like particle)
w = tryptofan (v proteinovych sekvencich),
promyti (pfi popisu purifikace; z angl. wash)
Wnt = protein Wingless/Integration-1 a s nim spojena signalizacni kaskada
Y = Tyrosin
YFP = zluty fluorescencni protein (z angl. yellow fluorescence protein)
Z0 = Zonula occludens proteiny (Z0-1 az Z0-3)
ZU5 = doména proteinti Zonula occludens 1

a unc5 podobnému netrinovému receptoru
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’
Uvod

Fazni proteiny se fradi mezi perspektivni nastroje moderni molekularni biologie,
bioinZenyrstvi a mediciny, nicméné vztah mezi jejich slozenim a funkci je komplexnéjsi, nez
by se mohlo zdat. Vzajemné ovliviiovani proteinovych domén, napf. mechanismem
dynamické alosterie, miiZe signifikantné prispivat k regulaci aktivity i proteinové stabilite,
presto jde o malo prozkoumany déj jak ve fiznich, tak i prirodnich proteinech.

Jednou z proteinovych rodin s dobi'e popsanou schopnosti dynamické alosterie jsou PDZ
domény. Tyto jsou vyznamné zastoupeny v multidoménovych proteinech prokaryotnich
i eukaryotnich organismit, ¢lovéka nevyjimaje. Ujimaji se velkého mnozstvi roli véetné
bunécné regulace, tvorby bunécnych spoji a facilitace synaptického pienosu, a to diky své
schopnosti vazat k sobé jiné proteiny a vytvaret klicové proteinové komplexy.

V této praci byly pripraveny fazni proteiny, pro néz byly in silico predikovany mozné
mezidoménové interakce, obsahujici treti PDZ doménu proteinu Z0O-1 spojenou
s arteficidlnim chameleonskym proteinem Ga88. Nasledné byly tyto proteiny
charakterizovany S$irokym spektrem biofyzikalnich metod - analytickou vylucovaci
chromatografii, dynamickym rozptylem svétla, analytickou ultracentrifugaci, cirkularnim
dichroismem a diferencidlni skenovaci fluorimetrii - za ucelem stanoveni jejich
hydrodynamickych vlastnosti, sloZeni ve smyslu sekundarni struktury a teplotni stability.
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1 Teoreticka cast
1.1 PDZ domény

Na pojem proteinova doména lze nahlizet z nékolika perspektiv. Z hlediska proteinové
struktury byl tento pojem zprvu vyclenén pro kompaktni ¢asti proteinu vymezené od sebe
v prostoru, z pohledu biochemie jde o funkéni podjednotky proteinti, zatimco z hlediska
evolu¢niho oznacuje tento termin Casti proteint, jejichZ sekvence jsou silné zachovany mezi
pribuznymi organismy. Ackoliv to tyto definice v principu nevyzaduji, ve skute¢nosti ¢asto
vSechny tii perspektivy vymezuji v proteinu coby domény velmi podobné oblasti, nebot’
prostorova struktura determinuje funkci, kterda ma nasledné tendenci byt evolucné
konzervovana (Ponting a Russell, 2002).

Zatimco nékteré proteinové domény jsou evolu¢né relativné nové, vyskytuji se napt. pouze
v ZivociSné TiSi, jiné rodiny, napt. domény proteinli centradlniho metabolismu a nékteré
domeény, jejichz tstredni funkci je zajiStovani protein-protein interakci, byly identifikovany
jako extrémné staré, pritomné napric¢ celym popsanym evolu¢nim vyvojem. Jednou z nich
jsou pravé PDZ domény (Ponting a Russell, 2002; Sakarya et al., 2010; Kennedy, 1995). Ty
jsou Siroce zastoupeny od prokaryotickych proteini po ty lidské, pricemz jejich
konzervativni struktura i mezi vzdalené pribuznymi druhy vypovida o esencialnich rolich,
kterych se mohou v buiikdch ujimat (Ponting, 1997; Liu a Fuentes, 2019).

Jejich jméno predstavuje akronym odvozeny od prvnich proteinti, v nichz byly v prvni
poloviné 90. let 20. stoleti identifikovany - Postsynaptic density 95 (PSD-95) protein,
dilezity protein savCiho synaptického prenosu (viz 2.1.2.2), Discs-large, protein
prepazkového spoje (z angl. septate junction) epitelidlnich bunék v Drosophila, a Zonula
occludens 1 (Z0-1), klicovy protein tésnych spoji (z angl. tight junction) u savci (viz 2.1.2.3)
(Kennedy, 1995). PDZ domény nemaiji katalytickou aktivitu, jsou vSak schopny vazat kratké
peptidové sekvence; na zakladé téchto interakci pak vykonavaji vétSinu svych znamych
fyziologickych funkci (Lee a Zheng, 2010).
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1.1.1 Obecna charakteristika PDZ domén
1.1.1.1 Struktura PDZ domén

Kanonické PDZ jsou malé globularni domény ¢itajici zpravidla kolem 80-100 aminokyselin
slozené z Sesti -skladanych listli a dvou a-helixii (nazyvanych nékdy kratky a dlouhy)
v poradi B1-B2-B3-al-B4-B5-a2-B6, pricemz jejich C-konec a N-konec se nachazi v prostoru
velmi blizko sobé. Jejich vazebné misto tvori kavita mezi B2 a a2 spolecné se smyckou
(z angl. loop) mezi B1 a B2 (tzv. karboxylat vazajici smycka) (Lee a Zheng, 2010;
Liu a Fuentes, 2019; Harris a Lim, 2001). RovnéZ smycky mezi 32 a f3 a mezi a2 a 36 se
mohou podilet na vazbé nékterych ligandi s nékterymi PDZ, ovliviiovat svou délkou
a slozenim dynamiku domény a vazebnou specificitu (Tyler et al., 2010).

Za nekanonické PDZ (¢i PDZ-like) jsou oznacovany podobné prostorové usporadané
domény slozené z péti az Sesti B-skladanych listli a dvou az tii a-helixi, kde jsou vSak
sekundarnfi struktury razeny v jiném pofadi (srov. Obr. 1A a Obr. 1B) (Lee a Zheng, 2010;
Runyon et al,, 2007). Zatimco sekvencni identita PDZ domén miiZe tedy byt velmi nizka
(okolo 20 %), je to pravé charakteristicka prostorova struktura, kterd je zachovana
u prakticky vSech PDZ domén (van Ham, 2003).

Obr. 1: Porovndni PDZ domén. A: kanonickd struktura treti PDZ domény lidského ZO-1
(PDB ID: 3TSV). B: nekanonickd PDZ doména lidské serinové proteasy HtrA2 (PDB ID: 1LCY),
upraveno pomoci PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schrédinger, LLC.

Nékteré PDZ domény jsou nachylné k dimerizacim ¢i oligomerizacim. Homodimerizace
mohou probihat vzajemnymi interakcemi 31 listl (viz Obr. 24, 2B), vazebné misto pro ligand
bud'to neni touto interakci zménéno (napt. PDZ6 GRIP-1 homodimer), nebo jsou jeho
rozpoznavaci vlastnosti vici ligandu dimerizaci posileny (napt. Shank-1 homodimer)
(Imetal,, 2003a; Im et al., 2003b). Specidlnim typem je homodimer PDZ2 Z0O-1 ¢i Z0O-2,
vnémz dochazi kvnitfnimu propleteni dvou PDZ domén vyménou {2 listd
(tzv. B-strand-swapped ¢i domain-swapped dimer) (viz Obr. 2C), priCemz tento dimer si
uchovava dvé vazebna mista. Obdobnym mechanismem se rovnéZz tvoii heterodimery
Z0-1/7Z0-2 aZ0-1/Z0-3 (nicméné Z0-2 a Z0-3 heterodimer netvori) (Wittchen et al.,, 1999;
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Fanning et al, 2007). PDZ-PDZ interakce (dimerizace, oligomerizace) napomahaji
scaffoldové funkci (tj. funkci opory pri sestavovani proteinovych komplexi) proteint
obsahujicich PDZ domény a podili se na stavbé proteinovych komplexl, kde mohou
facilitovat drzeni jednotlivych funkénich komponent v optimdlni proximité. PDZ-PDZ
interakci je patrné schopno velké mnozstvi PDZ domén, kolem 30 % savcich, nicméné
konkrétni role fady z nich zatim nebyly stanoveny (Chang et al., 2011; Liu a Fuentes, 2019).

LR NG

Obr. 2: Dimerizace PDZ domén. A: Shankl homodimer (PDB ID: 1Q3P). B: PDZ6 GRIP-1
homodimer (PDB ID: IN7F). C: PDZ2 Z0-1 homodimer (PDB ID: 3CYY), upraveno pomoci
softwaru PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schridinger, LLC.

1.1.1.2 Vazebni partnefi PDZ domén

Jak jiz bylo zminéno v tivodu této kapitoly, PDZ domény maji schopnost kotvit k sobé
specifické sekvence, tzv. PDZ vazajici motivy (z angl. PDZ-binding motif, PBM), obsazené
v nékterych proteinech, ale také dalsi ligandy zcela jiného charakteru. Vzhledem k této
promiskuité se ligandy PDZ domén Kkategorizuji na kanonické a nekanonické. Mezi
kanonické patri sekvencné specifické C-konce peptidi a proteinti (C-terminalni PBM),
coz koreluje se scaffoldovou funkci této domény. Sekvence aminokyselinovych rezidui
ligandu se popisuji od C-terminalniho (P¢) smérem k N-konci (P-1, P-; atd.), pficemzZ obvykle
je do vazby zapojeno 4-7 rezidui (Po-P.3 resp. P.s) (Liu a Fuentes, 2019). Rozdéleni téchto
ligand® podle obecné struktury bylo postupné expandovano ze dvou na Sestnact skupin,
nejcastéji jsou vsak pouzivany tri az ctyri hlavni tridy (ackoliv autofi se jejich vymezeni
ne vzdy shoduji) (viz Tabulka 1) (Stricker et al., 1997; Tonikian et al., 2008; van Ham, 2003;
Liu a Fuentes, 2019; Lee a Zheng, 2010). Vyzkumy na drovni proteomu vsak poukazuji
na moznost, Ze déleni ligandi je Cisté arbitrarni, mnohé PDZ domény mohou interagovat
s ligandy vice trid a s rtiznou afinitou (Stiffler et al., 2007).

Nejen C-termindlni, ale i interni aminokyselinové sekvence mohou slouzit jako ligandy
pro PDZ domény, a to i se zapojenim P.; aZ P.3 rezidui (Penkert et al., 2004). Ackoliv jsou
tyto interakce povazovany na nekanonické, ukazuje se, Ze PDZ domény schopné interakci
s internimi peptidovymi sekvencemi patrné mohou tvofit na Urovni genomu vyznamny
podil, kolem 50 % (Lenfant etal., 2010).
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Tabulka 1: Obecné struktury ligandii PDZ domén. rozdélené do ti'i hlavnich trid (I-111) podle P-;
a Sestndcti podtrid (la-4a) podle celého retézce. X oznacuje libovolnou aminokyselinu,
Q predstavuje aromatické aminokyseliny (F, W, Y), ¥ vyjadruje alifatické aminokyseliny
(V,ILL, M), zatimco & mohou byt vSechny hydrofobni aminokyseliny (Q2+¥)
(Tonikian et al.,, 2008).

Tiida P P.s P. P P Py ( C-k[(’)(;lec]
I X X X X T/S X @
Il X X X X ) X @
Il X X X X D/E X )

1a X ) K/R X S D Vv
1b X Q K/R E T S/T/R/K @
1c X P P E T X L
1d X X X E T X v
1e X X X X T w g
1f X X Q Q T w g
1g @ ) ) T/S T/S Q y
1h X ) ) D/E T/S w y
2a X X F D Q Q C
2b X w X Q F D v
2¢c X X w Q o D g
2d ) o X D/E o o @
2e X X X ) @ @ @
2f X X X D/E @ Q @
3a X w Q S/T D w y
4a X X Q ) G w F

Dalsi skupinu nekanonickych ligandl tvori lipidy. Fosfatidylinositolfosfaty (PIPs) funguji
v bunécnych membranach jakoZto verzatilni signalni molekuly a jsou tak rozpoznavany
fadou proteinovych domén, v¢etné pravé PDZ (Liu a Fuentes, 2019). Nejlépe prozkoumany
jsou v soucasnosti vztahy s PI(4,5)P;, ktery muliZe interagovat s Sirokou skalou PDZ domén
(napt. PDZ1 a PDZ2 synteninl, PDZ2 Z0O-1 a Z0-2) kompetitivné s peptidovych ligandem
(Meerschaert et al., 2009; Liu a Fuentes, 2019), avsak jeho afinita k jinym PDZ doménam
(napt. CASK) miiZze byt naopak kanonickym ligandem posilovana (Ivarsson et al., 2013).
Odhaduje se, ze asi 20-30% savCich PDZ domén je schopno interakce s PIPs
(Chen et al., 2012; Ivarsson et al.,, 2013). Rada PDZ domén (nap¥. Dlg1, Dlg4, NHERF1 PDZ1)
rovnéz vaze cholesterol, ktery mtize dokonce slouzit jako modulator jejich kanonické funkce
(napt. DvI2) (Sheng et al., 2012; Sheng et al., 2014).
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1.1.2 Fyziologické funkce PDZ
1.1.2.1 Rozdé&leni proteint obsahujicich PDZ domény

Proteiny, které obsahuji PDZ doménu, casto vnékolika kopiich, jsou zpravidla
vicedoménové (viz Obr. 3) a bylo jich charakterizovano Siroké spektrum - jen v lidském
genomu pres 650 (dle databaze SMART) (Schultz et al, 1998) -, pficemz standardné
se dle struktury a funkce tyto proteiny rozdéluji do ¢tyt podrodin:

- homology guanylat-kinasy asociované smembranou (MAGUKs) obsahujici
charakteristickou sérii domén 1-3 PDZ-SH3-GuK jsou spojované s transportem,
signalizaci, ale hlavné scaffoldovou funkci;

- multi-PDZ proteiny obsahujici pouze PDZ domény (2-13x) vykazuji zpravidla Cisté
scaffoldovou funkci;

- enzymy obsahujici PDZ, které se mohou byt pomoci své PDZ domény stavat soucasti
enzymovych komplexli napt. bunécné signalizace;

- proteiny snékolika riznymi doménami pro protein-protein interakce jsou
rozmanitou skupinou s regula¢nimi, signaliza¢nimi, strukturnimi a scaffoldovymi
funkcemi (Liu a Fuentes, 2019; Harris a Lim, 2001).

1.1.2.2 Synapticky prenos

V lidském organismu zastavaji proteiny obsahujici PDZ domény radu roli, jednou z téch
v procesech synaptické plasticity excitacnich drah - dlouhodobé potenciace (LTP)
adlouhodobé deprese (LTD) -, esencidlnich nastrojich u€eni a paméti. (Maffei, 2018;
Kim a Sheng, 2004)

Glutamatovy receptor Kkyseliny a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové
(AMPA receptor) je ionotropni kanal tvofeny heterotetramerni strukturou podjednotek
GluR2 (dimer) a GluR1/GluR3/GluR4 (homodimer). PDZ-PBM interakce jsou dileZitou
soucasti jeho intraceluldrniho transportu a regulace, a to prostrednictvim rodiny
Discs-large homologti (Dlgl-4), proteinu interagujiciho s glutamatovym receptorem 1
(GRIP-1) a proteinu interagujiciho s protein kinasou C-a 1 (PICK-1) (Kim a Sheng, 2004;
Liu a Fuentes, 2019).

Podjednotky GluR2 a GluR3 obsahuji C-terminalni PBM, ktery je schopen interakce
s PDZ5 GRIP-1; tato interakce jednak patrné pomaha stabilizovat postsynaptické
iintracelularni AMPA receptory, také vSak zajiStuje transport AMPA receptori
po mikrotubulech z Golgiho aparatu k synaptické Stérbiné (tzv. anterogradni transport)
prostirednictvim proteinovych motort, kinesinu 1 (KIF5) a kinesinu podobnému proteinu
KIF1A. (Kim a Sheng, 2004; Schnapp, 2003). PBM GluR2 a GluR3 rovnéz interaguje s PDZ
doménou PICK-1; jakou roli ma jeho interakce s AMPA receptory, vSak neni objasnéno,
a ackoliv jeho genovy knockout (v ptekladu ,vytazeni“ genu) minimalizuje LTD, neni na
rozdil od knockoutu GRIP-1 letalni (Kim a Sheng, 2004; Takamiya et al., 2004).
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Obr. 3: Schémata vybranych lidskych proteinii s PDZ doménami (modre) rozdélend do
prislus$nych podrodin. Ostatni domény vyznaceny Cerné. Zpracovdno z databdze Uniprot
(uniprot.org) pomoci softwaru DOG 2.0 (Ren et al., 2009).

Z rodiny Discs-large homologt interaguje s AMPA receptory primo pouze Dlg1, a to pomoci
své PDZ2, ktera vaze C-terminalni PBM GluR1 (Zhou et al.,, 2008; Leonard et al., 1998;
Cai et al, 2002). Dlgl dale interaguje s mikrotubul-dependentnimi proteinovymi motory
pro anterogradni transport (KIF13B, KIF1Ba a KIF17) a nebo s aktin-dependentnimi
proteinovymi motory pro retrogradni transport (myosin VI) a napomaha tak exocytéze
i endocytéze AMPA receptorti (Walch, 2013; Kim a Sheng, 2004). Knockout Dlg1 je letalni,
nicméné nikoliv v souvislosti s jeho synaptickou funkci, ale z dlivodu narus$eni spoji mezi
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burikami (Caruana a Bernstein, 2001) - v postsynaptické oblasti zistava hladina AMPA
receptort i pri knockoutu Dlg1 stejna (Klocker et al., 2002).

Dlg4 (tj. PSD-95) tvori komplex s AMPA receptory nepiimo, pies stargazin (CACNG2)
(Maetal, 2014). Stargazin interaguje s GluR1, GluR2 a GluR3, zatimco DIg4 s KIF1Ba
(anterogradni transport) (Chen et al, 2000; Kim a Sheng, 2004). ZvySeni mnoZzstvi
(over-exprese) Dlg4 potencuje glutamatergni prenos, zatimco jeho knockout prenos pomoci
AMPA receptort utlumuje (a zamezuje LTD); tento efekt vSak miZe byt kompenzovan
zvySenou expresi Dlg1, ktery jeho funkci nasledné zastane (Schliiter et al., 2006).

Glutamatovy N-metyl-D-aspartatovy (NMDA) receptor je ionotropni kanal tvoreny
heterotetramerni strukturou podjednotek GluN1 (dimer) a GluN2 /GluN3 (homodimer nebo
heterodimer). I tento protein interaguje s rodinou Dlg PMB-PDZ interakcemi, pri¢emz Dlg1,
Dlg3 a Dlg4 figuruji vyznamné vjeho intracelularni distribuci (Liu a Fuentes, 2019;
Sans et al., 2000; Kim a Sheng, 2004; Elias et al., 2008). Zejména pak Dlg4 reprezentuje
signifikantni scaffoldovy protein, diky némuz mohou byt NMDA receptory napojeny
k neurondlni NO-synthase (nNOS). Jejich komplex se ukotvuje k plazmatické membrané
a spousti fadu pro uceni a pamét (na synaptické urovni) vitalnich signaliza¢nich kaskad
(Tochio et al, 2000), nicméné zvySenou aktivaci glutamatovych drah muze také
nadprodukovat NO a zplisobovat excitotoxické patologické stavy (Sattler et al., 1999).

Také metabotropni glutamatové receptory (mGluRs) interaguji pomoci C-terminalnich
PBM, a to s PDZ PICK-1, a tato interakce se vyznamné podili na stabilizaci mGluR
na membrané a na presynaptické negativni zpétné regulaci vyplavovani glutamatu
(Perroy et al., 2002). Obdobné PDZ-PBM interakce (s jinymi proteiny) byly identifikovany
iu dalSich receptort - serotoninovych, a-adrenergnich i (-adrenergnich, k-opioidnich,
adenosinovych, lutropinovych a fady dalSich (Romero et al., 2011).

Role vyse zminénych proteinli v nervové soustave je samoziejmé komplexnéjsi, GRIP-1 byl
nalezen také v presynaptickych neuronech, kde se podili na synaptickém zrani, a také
v GABAergnim systému, kde je jeho funkce nejasna (Li et al., 2005; Naylor et al.,, 2005;
Wyszynski et al., 2002); CASK se rovnéz vyskytuje v presynaptickym neuronech, kde kotvi
neurexin 13 (NRXN), ktery transsynapticky vaze komplex neuroligin 1 (NLGN)/PDZ3 Dlg4
a zajistuje tak adhezi presynaptického neuronu s postsynaptickym, stabilizuje a moderuje
synapticky pfenos (Missler et al., 1998; Stidhof, 2008); Dlg4 vaze svou SH3 doménou také
kainatové glutamatové receptory (Garner et al, 2000) atd. Zajimavym faktem rovnéz
zlstava, ze hladiny jednotlivych zastupct Dlg rodiny se béhem synaptického zrani méni -
zatimco mnozstvi Dlg3 v bunkach s casem kles3, je tedy patrné zapojen do synaptogeneze,
mnozstvi DIg2 a Dig4 se zvySuje a figuruji tak ziejmé v zrani samotném (Sans et al., 2000;
Elias et al., 2008).

1.1.2.3 Bunécné spoje

V konstituci bunécnych spojti, volnych (gap junction, nexus), adhesnich (adherens junction,
zonula adherens), tésnych (tight junction, zonula occludens) atd. hraji v principu esencialni
roli protein-protein interakce, které tvori jejich funkcni, strukturni i regulacni
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fundament (Adil et al., 2021), piiCemz u vSech zminénych typi spoji se v téchto interakcich
hojné uplatiiuji pravé PDZ domény (Liu a Fuentes, 2019).

Bunlky spojené volnymi spoji vykazuji schopnost silné metabolické a energetické
intercelularni komunikace zajiStované konexony, které vytvari transmembranové kanaly
pro univerzalni latkovou vyménu malych molekul (préimér pod 15 A, tj. cca 1 kDa). Obé
buiiky prispivaji za ucelem formace tohoto kanalu jednim konexonem (hemi-kanalem),
hexamerem slozenym zSesti proteint konexinu (lidskych konexini je rozliSovano 21
ve tridach a-9, jejich exprese je tkanove specificka) (Wei et al., 2004; Kumar a Gilula, 1996).
Cely nexus je nasledné tvoren shlukem téchto kanald, ktery je ohrani¢en mnozstvim hemi-
kanalu v oblasti tzv. perinexu. (Rhett a Gourdie, 2012).

Ackoliv jsou proteiny rodiny Zonula occludens (ZO-1 az ZO-3), jak jméno napovida,
spojovany primarné s tésnymi spoji, prokazuji také schopnost ovliviiovat vyznamné spoje
volné (Wei et al., 2004). ZO-1 je pomoci své PDZ2 (i vhomodimerni formé, viz 2.1.1.1)
(Fanning etal., 2007) schopen interagovat s C-terminalnimi PBM celé rady konexinii tridy a,
zejména sCx43 (4. al), Cx46 (a3), Cx50 (a8), Cx31.9 (all) a Cx47 (al2)
(Nielsen et al., 2003; Li et al.,, 2004a). Prokazatelna je rovnéz analogicka interakce Z0O-2
s Cx43 (Singh et al., 2005). Interakce ZO-1/Cx43 je regulovana fosforylaci Cx43 pomoci
proto-onkogen tyrosin kinasy sarkomu (c-Scr) (Toyofuku et al., 2001) a ma regula¢ni
funkci - aktivné sniZuje velikost volnych spoji (Hunter et al., 2005), a to pravdépodobné
stabilizaci konexonovych hemi-kanall v oblasti perinexu, kde se Z0-1 akumuluje, a blokadé
expanze nexu (Rhett a Gourdie, 2012).

Tésné spoje jsou pritomny mezi epitelidlnimi burikami, které musi tvotit pevnou bariéru
branici difuzi mezi mnohdy zna¢né odliSnymi prostfedimi apikalni a bazalni strany.
Permeabilita tésnych spojti se miiZe lisit dle pozadavkt dané tkané v selektivité i rozsahu
a je definovana jejich proteinovym sloZenim a hustotou sité pojicich vlaken (z angl. sealing
strands) (Alberts et al., 2002).

Mezi slozky tésnych spojli se fadi transmembranové proteiny jako klaudiny, okludin
(resp. proteiny obsahujici tzv. MARVEL doménu), JAM-A, intracelularni proteiny jako ZO
(viz Obr. 4) nebo Par-komplex a také membranovy cholesterol (Shigetomi et al., 2018;
Liu a Fuentes, 2019). Klaudiny (lidskych bylo identifikoviano pres 20) obsahuji
konzervativni C-terminalni PBM, diky kterému jsou schopny vazby na PDZ1 doménu ZO-1,
Z0-2 i Z0-3 (Itoh et al,, 1999), a nasledné ctyrikrat prostupuji membranou. Extracelularni
casti Kklaudint se pak ucastni homodimerizaci (Van Itallie et al, 2011) nebo
heterodimerizaci (Gong et al, 2015) za vzniku péru selektivnimu k naboji
o bazalné-apikalni permeabilité pod 4 A (Otani a Furuse, 2020).

Skupina imunoglobulinu podobnych proteinti JAM (z angl. junctional adhesion molecules)
¢ita Cleny JAM-A, JAM-B a JAM-C. Zatimco JAM-B a JAM-C tvoii extracelularni heterodimerni
struktury, které se ucastni bunécné adheze (zejména lymfocytdi Kk endotelu)
(Lamagna et al,, 2005), JAM-A je jednou zKklicovych komponent tésnych spoja.
Intracelularnim C-terminalnim PBM se ukotvuje k PDZ3 Z0-1 a extracelularni N-terminalni
¢ast homodimerizuje (aZ oligomerizuje) se sousedicim JAM-A, ¢imz vznikd vétSi por
o permeabilité pod 60 A (Otani a Furuse, 2020; Itoh et al., 2001).
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Obr. 4: Schéma interakci mezi proteiny tésného spoje. Zpracovdno pomoci online ndstroje
BioRender (biorender.com).

Jak je evidentni z vyse uvedenych informaci, jsou to proteiny rodiny ZO, které Ize v ramci
tésnych spoji povazovat za ubikvitni scaffold. ZO-1 a Z0-2 se navic primo upoutava
k vlaknim F-aktinu (a nepiimo i k dalsSim komponentam cytoskeletu) a zajistuje tak celému
proteinovému komplexu oporu o cytoskelet (Fanning et al., 1998; Van Itallie et al,, 2017;
Wittchen et al., 1999; Paris et al,, 2008). Pfi knockoutu Z0O-1 i ZO-2 dochazi prenatalnim
umrtim spojenymi sbunécnymi spoji, nicméné knockout ZO-3 letdlni neni, ani
se neprojevuje ve fenotypu (Xu et al,, 2008; Katsuno et al., 2008).

Regulace tésnych spoji je rovnéz ovliviiovana proteinovymi komplexy tzv. systému
bunécné polarity (z angl. cell polarity system), mezi nimiZ se za Gstfedniho aktéra oznacuje
Par (z angl. partition-defective) komplex. Ten je tvoren scaffoldovym proteinem s PDZ
doménou PAR-6 (partioning defective 6 homolog, A/C, B, D/G) (Paris et al, 2008;
Assémat et al., 2008), atypickou protein kinasou C (aPKC ¢ a A/ (Hirano et al., 2005)
a PAR-3 (vepitelu nejcastéji PAR-3A) (Assémat et al, 2008), priCemz tento komplex
podporuje  tvorbu tésnych spoji  (antagonizovano podobnym Kkomplexem
PAR-6/aPKC/LLGL) (Lin et al., 2000; Paris et al., 2008; Schneeberger a Lynch, 2004). PAR-3
ma dale schopnost se asociovat pomoci své PDZ3 s JAM-A, coZ celému komplexu umoznuje
lokalizaci u tésnych spojia (Itoh et al, 2001), do nichzZ miize aPKC nasledné zasahovat
fosforylaci ZO-1, okludinu a klaudind (antagonizovano proteinovou fosfatizou 2A)
(Nunbhakdi-Craig et al., 2002).

1.1.2.4 Signalizace

S bunéc¢nymi spoji souvisi také fenomén bunécné adheze a migrace, ktera je regulovana
mimo jiné transmembranovymi proteoglykanovymi receptory, napt. syndekany (¢lenové
tifidy heparansulfatovych proteoglykanti - HSPGs). Tyto signalizuji vnéjsi podnéty
(cytokiny, chemokiny, kolagen) dovnitt buiilky napojenim intraceluldarniho C-konce
na protein kinasu C-a a jeji naslednou aktivaci (Keum et al., 2004), nebo interakcemi jejich
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C-terminalniho PBM s PDZ doménami, napft. s proteinem indukujicim invazi a metastazi
lymfomu T-bunék 1 (TIAM-1) (Shepherd et al, 2010). Obé tyto moZnosti mohou
interferovat se signaliza¢nimi drahami Rho GTPas (RhoA, Racl), esencidlnimi
komponentami celé Fady bunécnych procesti - bunécného riistu, transkripce, organizace
cytoskeletu a rovnéz bunécné adheze (Van Aelst a D’Souza-Schorey, 1997;
Mackay a Hall, 1998).

Do kaskad Rho GTPas vSak zasahuji proteiny s PDZ doménami i jinak, a ani témito cestami
nejsou jejich signalizacni ulohy vyCerpany. Napi. plazmatické rlistové faktory
Wingless/Int-1 (Wnt), vyznamné pro embryondlni vyvoj, ale i buné¢nou homeostazu
dospélych tkani (Clevers, 2006; Malbon a Wang, 2005), spoustéji po vazbé na svoje
receptory rodiny Frizzled (Fz) (Bhanot et al., 1996; Wang et al.,, 1996) tzv. Wnt signaliza¢ni
kaskadu. Je zndma rada forem, cest Wnt signalizace (kanonicka, tj. B-katenin-dependentni,
a nékolik nekanonickych), ve valné vétsiné vSak prominentné figuruje pravé interakce
Wnt/Fz sproteinem sPDZ doménou Dishevelled (Wawrzak et al, 2009;
Semenov et al., 2007). Zatimco kanonickd Wnt stimuluje buné¢nou migraci a potlacuje
adhezi (Nusse, 2012), nekanonické Wnt signalizace produkuji (mimo jiné ovlivnénim drahy
Rho GTPas) Sirsi spektrum komplexnich kauzalit interferujicich s vlastnostmi cytoskeletu,
systémem bunécéné polarity i genovou transkripci (Semenov et al, 2007;
Liu a Fuentes, 2019; Clark et al., 2012).

1.1.2.5 Onemocnéni spojena s PDZ-PBM interakcemi

Ve spojitosti s bunécnymi spoji a adhezi tvofi rovnéZz proteiny obsahujicich PDZ domény
vyhodné cile pro patogenni viry. Rada virovych proteinti obsahuje PBM, ¢asto
C-termindlnich, které interakcemi s bunéénymi PDZ mohou naruSovat buné¢né pochody
a adhezi, a to azZ do bodu onkogeneze (napt. adenoviry, lidsky virus leukemie T-bunék -
HTLV, ¢i lidsky papillomavirus - HPV). SPDZ doménami vSak interaguji i proteiny
neonkogennich vird, napt. viru vztekliny, SARS (SARS-CoV i SARS-CoV-2) a chripkového
viru A (Liu a Fuentes, 2019; Shepley-McTaggart et al., 2021).

Dal$i onemocnéni mohou byt spojena s nespravnou funkci fyziologickych proteinti s PDZ
doménami, zpravidla excesivnimi interakcemi. Nejcastéji jde o onemocnéni onkologického
nebo neurologického charakteru (viz Tabulka 2), jak predestinuji jejich znamé funkce
popsané vyse (viz 1.1.2.2, 1.1.2.3, 1.1.2.4). PDZ domény tak tvori perspektivni
farmakologické cile, at’ uz ve smyslu specifickych antivirotik nebo potencialnich 1é¢iv celé
fady nadorovych (napft. inhibitory Wnt signalizace skrze Dvl) a neurologickych onemocnénf
(napt. inhibitory NMDAR/Dlg4/nNOS komplexu); vtomto sméru je vSak zatim vyvoj
ve velmi ranném stadiu (Liu a Fuentes, 2019).
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Tabulka 2: Popsané interakce PDZ domén, jeZz se podili na vzniku onemocnéni. Prevzato
a upraveno z Liu a Fuentes, 2019.

PDZ-PBM interakce

Funkce Onemocnéni

PDZ1 Dlg4/NMDAR
PDZ2 Dlg4/nNOS

Regulace glutamatergniho

Mrtvice, ischemie mozku
prenosu

PDZ1 Dlg4/5-HT2a

Regulace GPCR signalizace a

Neuropatické bolesti
neuronalni excitace

PDZ PICK-1/ErbB2
PDZ PICK-1/GluR2
PDZ PICK-1/DAT

Regulace exocytozy a

Deprese, schizofrenie,
endocytézy receptort

neuropatické bolesti,

rakoviny
PDZ Shank-3/GKAP Regulace synaptické aktivity Autismus, retardace
PDZ CASK/NRXN Regulace transsynaptického Poruchy autistického
PDZ3 DIg4/NLGN spojeni spektra
PDZ syntropin/NLGN3
PDZ1 syntenin 1/c-Src Posttranslacni signalizace

Glioblastoma multiforme,
melanom

PDZ AF-6/BCR
PDZ LARG/CD44
PDZ TIAM-1/sydekan 1
PDZ Par-6/Par-3

Regulace buné¢né migrace a

Akutni lymfoblasticka
dynamiky cytoskeletu

leukemie, rakovina prsu
a prostaty

PDZ Par-3/PTEN
PDZ1 DIg1/B-katenin
PDZ NRXNR2/LPA

Regulace tvorby tésnych

Epitelo-mezenchymalni
spoju

tranzice bunék tumoru

Regulace CTFR signalizace Cysticka fibréza
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1.1.3 PDZ3 Z0-1

.....

se o vicedoménovy protein ze skupiny MAGUKs o délce 1748 aminokyselin a velikosti
195,5 kDa (uniprot.org), jehoz hlavni doposud popsané role souvisi s volnymi a tésnymi
spoji. V obou pripadech zde plisobi jako scaffoldové centrum, které pomoci svych domén
pro protein-protein interakce umoziiuje mnoha komponentam spravnou lokalizaci, funkci
a stabilizaci o cytoskelet (Fanning et al., 1998; Nielsen et al., 2003; Itoh et al., 1999). Na jeho
N-konci a v meziprostoru jeho Sesti domén (PDZ1-PDZ3, SH3, GuK, ZUS5, viz Obr. 5),
se nachazi Sest, tzv. unikatnich oblasti (U1-U6), silné variabilnich mezi proteiny rodiny ZO.
Vzhledem k faktu, Ze spolecné tvori témér dvé tetiny celého Z0-1, maji tyto oblasti patrné
znacny vliv na jeho prostorové usporadani a funkci, ackoliv u vétSiny z nich je predikovana
neusporadana struktura (vyjimku tvori U4) (Bewley et al., 2013; Bauer et al., 2010).

PDZ1 doména Z0-1 je zapojovana piedevsim pri konstrukci tésnych spojti, kde ukotvuje
klaudiny (C-konec -NYV/-DYV/-AYV ad.) (Itoh et al., 1999), nicméné minoritné se podili
i na stavbé spoji volnych, a to zejména v mozkové tkani, nadledvinkach a pankreatu, nebot’
interaguje také s Cx36 (-SAYV) (Li et al.,, 2004b; Li et al.,, 2004c). S proteiny této rodiny
se vSak Castéji vaze spiSe PDZ2 doména, a to napt. s Cx31.9 (-DLAI), Cx43 (-DLDV), Cx46
(-DLAI), Cx47 (-TVWI) a Cx50 (-DLTV) (Nielsen et al., 2003; Li et al., 2004a), jak jiz bylo
piredeslano vysSe. Tato doména je rovnéz schopna homodimerizace vyménou (32 listt, ktera
zvySuje jeji specificitu vic¢i Cx43 (Fanning et al, 2007; Chen et al, 2008b),
a heterodimerizace s PDZ2 Z0-2 a Z0-3 (Wittchen et al.,, 1999; Fanning et al., 2007).

PDZ3 doména Z0-1, ktera je soucasti fiznich proteini studovanych v této praci, je treti
zjeho domén (viz Obr. 5 a Obr. 64). Je tvofena aminokyselinami na pozicich 421-502
(viz Tabulka 3) v terciarni struktute kanonické PDZ domény (viz Obr. 6C), pri¢emz na jejim
C-konci ji nasleduje a-helikalni unikatni oblast U4 (oznacovana téz jako nativni linker),
napojujici PDZ3 na SH3 doménu. Tento linker hraje vyznamnou roli ve schopnosti PDZ3
vazat své ligandy, nebot do téchto interakci se zapojuje rovnéz doména SH3, jejiz orientaci
vici PDZ3 udrzuje pravé nativni linker (Pan et al,, 2011; Nomme et al,, 2011).

Tabulka 3: Sekvence PDZ3 domény Z0-1 (Cerné) a jejiho nativniho linkeru (Sedivé) vietné
vymezeni v rdmci proteinu Z0-1 (¢islovdni nad sekvenci). Data dostupnd z databdze Uniprot,

ID Q07157 (uniprot.org).

425 430 435 440 445 450 455 460
SMKLV KFRKG DSVGL RLAGG NDVGI FVAGV LEDSP AAKEG
465 470 475 480 485 490 495 500
LEEGD OQILRV NNVDF TNIIR EEAVL FLLDL PKGEE VTILA
505 510 515

QK
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OCLDBR ABR

PDZ1 186 264 PDZg 6 584 éuK \ |/ \[ 1B|34 1T|48
| |

PDZ2 SH3 ZUS
23 110 421 502 598 779
434-440 453-459 472-474
anm B2 B3 al B4 a2 Bo6 U4 LR Y]
J LB L_ | L ) 515
422-428 444-450 464-470 478-490 494-502

Obr. 5: Schématické zobrazeni proteinu ZO-1 a jeho PDZ3 domény. Vyse schéma ZO-1,
vyznaceny jsou jeho domény (PDZ1-3 modre, SH3, GuK, ZU5 Cerné), vazebnd mista (okludin
vdzajici oblast - OCLDBR - a aktin vdzajici oblast - ABR) a unikdtni oblasti U1-U6 (Sedé). NiZe
jeho PDZ3 doména s nativnim linkerem (U4), vyznacleny jsou sekunddrni struktury, jejich
pozice a poradi. Data dostupnd z databdzi Uniprot, ID Q07157 (uniprot.org) a RSCB PDB,
ID 4Q2Q, 3TSZ a 3TSV (rcsb.org). Zpracovdno pomoci softwaru DOG 2.0 (Ren et al., 2009).

Obr. 6: Prostorové uspordddni PDZ3 domény proteinu ZO-1. PDZ3 vyznacena barevné, barvy
koresponduji s Obr. 5. A: ZO-1 (in silico predikce), prevzato zdatabdze AlphaFold, ID
AF-Q07157-F1 (alphafold.ebi.ac.uk). B: Tandem PDZ3-SH3-GuK (PDB ID: 3TSZ). C: PDZ3
doména s nativnim linkerem (PDB ID: 3TSV) (obé stanoveno rentgenovou krystalografii).
Upraveno pomoci softwaru PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schréidinger, LLC.

Meziznamé ligandy PDZ3 Z0-1, jejichZ interakce byly detailné popsany, patii JAM-A (-SFLV)
a Cx45 (-SVWI). I, PBM Cx45 je patrné vazano vodikovymi mistky s vyuzitim V433, G434
a L435, W interaguje hydrofobné s L435 a L451, zatimco V., je ukotveno hydrofobn{
kapsou tvorenou V484, 1485, L549 a L554 (posledni dva jsou soucasti domény SH3) a S3
miZe byt vazano pomoci R436 (Pan et al., 2011). JAM-A je zprostiedkovana interakci Vo
hydrofilné s V433, G434, a L.435 a hydrofobné s V484 a .488, F.; s hydrofobni kapsou V484,
L549 a L554, S:3 hydrofilné s 1L.437 (Nomme et al.,, 2011). Mezi témito vazbami je ziejma
znacna shoda, obé zapojuji predevsim (2 list, a2 helix PDZ3 a také nékolik hydrofobnich
rezidui z vedlej$i SH3 domény.
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1.1.3.1 Dynamicka alosterie PDZ3 Z0O-1

Jak vyplyva z podstaty interakce ligandti PDZ3 ZO-1 s jejimi partnery (viz 1.1.3), na regulaci
funkce PDZ3 Z0O-1 maji znacny vliv strukturni komponenty, které doménu obklopuji,
zejména pak nativni linker (Pan et al.,, 2011; BousSova et al., 2021). Nejedna se vSak o primou
alosterickou regulaci, spiSe o vzdalené vzajemné puisobeni, relativné nedavno popsany jev
nazyvany dynamicka alosterie (Grutsch et al., 2016).

Mechanismus dynamické alosterie neni zatim dobi'e znamy, mohou se na ni podilet sterické,
termodynamické a elektrostatické efekty ¢i specifické vlastnosti linkert, hlavnim rozdilem
od standardni alosterické regulace je vSak ovlivnéni funkce beze zmény konformace
domény (Kumawat a Chakrabarty, 2017; Ma et al,, 2011). Nejen PDZ3 ZO-1, ale i PDZ
domény jinych proteint (PDZ3 PSD-95, PDZ PAR-6 ad.) vykazuji podobné chovani, pricemz
hlavni centra dynamické alosterie se nachazi v al helixu, nativnim linkeru a smycce
po a2 helixu (Stevens a He, 2022; Petit et al,, 2009).

Dynamicka alosterie byla pozorovana i u zcela jinych proteinovych rodin neobsahujicich
PDZ domény, napt. cyklofilinti (Holliday et al., 2017).

1.1.3.2 Charakteristika pouzité PDZ3

Vramci této prace byla pouzita mirné modifikovana varianta PDZ3 ZO-1 obsahujici
histidinovou kotvu, S$tépné misto pro TEV proteasu, kratkou vektorovou sekvenci
(ptirozené se vyskytujici ve vektoru pET15b) a tzv. signalni sekvenci, tj. chybu designu, dle
nukledrni magnetické rezonance nestrukturovanou a bez interakce sPDZ3
(Bousova, 2023, soukroma konverzace) (viz Tabulka 4). Charakterizace biofyzikalnimi
metodami byly provadény s proteinem s histidinovou kotvou i bez ni (po Stépeni TEV
proteasou).
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Tabulka 4: Sekvence a charakteristika PDZ3 domény pouZité v experimentdlni dsti této prdce.
Molekulovd hmotnost byla predikovdna online ndstrojem ProtParam (Gasteiger et al, 2005).
PDZ3 (tmavé zelené), histidinovd kotva (tmavé modre), signdlni sekvence (svétle modre),
vektorovd sekvence (Sedivé), Stépnd sekvence pro TEV proteasu (oranZové).

Protein Pocet rezidui M,, [Da]
6His-PDZ3 | 114 | 12 539,27
5 10 15 20 25 30 35 40
MGSSH HHHHH SSGEN LYFQ MK LVKFR
45 50 55 60 65 70 75 80
KGDSV GLRLA GGNDV GIFVA GVLED SPAAK EGLEE GDQIL
85 90 95 100 105 110 115

RVNNV DFTNI IREEA VLFLL DLPKG EEVTI LAQK

PDZ3 95 10 327,95
5 10 15 20 25 30 35 40
M KLVKF RKGDS VGLRL AGGND VGIFV
45 50 55 60 65 70 75 80
AGVLE DSPAA KEGLE EGDQI LRVNN VDFTN IIREE AVLFL
85 90 95

LDLPK GEEVT ILAQK
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1.2 Ga88, Gg88

1.2.1 Chameleonské proteiny

Vroce 1994 vyhlasili Rose a Creamer vramci své prace o predikovani vztahu mezi
aminokyselinovou sekvenci a zplisobem, jakym se protein sklada, tzv. Paracelsovu vyzvu,
jejiz podminkou splnéni byla transformace jednoho globularniho proteinu na jiny
s odliSnou tercidrni strukturou pti zachovani alespoii poloviny jeho primarni struktury
(Rose a Creamer, 1994). Dva z pokusti podminku naplnit, de novo designovany
paracelsin-43 (Jones et al.,, 1996) a hybridni Crotein-G (Yuan a Clarke, 1998), skoncily
neuspéchem. Nebyly schopny oCekavané terciarni struktury in vitro ani ¢astecné dosahnout
bez pouZziti radikdlnich podminek (extrémné nizké teploty, koncentrace), jevily
se neuspoi-adané nebo silné nachylné k agregaci (Dalal et al., 1997a).

Protein Janus, navrZeny de novo se shodou 50 % s B1 doménou proteinu G bakterii
Streptococcus (s a/4p konformaci) a oc¢ekavanou 4a-helikdlni konformaci bakterialniho
proteinu Rop (Dalal et al., 1997b), byl prvnim z kandidatg, ktery naplnil Paracelsovu vyzvu
a arteficialnich proteind. Po prvnim de novo designu proteinu (Regan a DeGrado, 1988)
a vyhlaseni proslulé soutéze CASP (z angl. Critical Assessment of Structure Prediction)
(Moult et al.,, 1995; Moult, 2005) a od ni odvozenych soutéZi (Janin, 2002), byla Paracelsova
vyzva dal$im krokem v chdpani centralizované, lokalni (tj. determinované jen urcitym
poctem aminokyselin v sekvenci, nikoliv rovnomérné distribuované) kontroly terciarni
struktury proteini (Lattman a Rose, 1993; Dalal et al., 1997b; Rose a Creamer, 1994).

V navaznosti na tyto prace vznikla fada dalSich de novo designovanych i hybridnich
proteind, nékdy oznacovanych jako chameleonské proteiny (z angl. chameleon proteins),
nebot’ obsahuji fadu sekvenci, které jsou schopné zaujimat vicero sekundarnich struktur
(tj. chameleonskych sekvenci). Jednim z oblibenych templatd zistal protein G bakterii
Streptococcus (Dalal a Regan, 2000; Blanco et al,, 1999; Roy et al., 2014), ktery je schopen
interakci se sérovymi proteiny - s albuminem (HSA) pomoci domén Ga (Al-2/3)
a s imunoglobulinem G (IgG) pomoci domén Gg (B1-2/3) (Nezlin, 1998). Pravé tyto domény
se staly vychozi komponentou dalsi skupiny konstrukt.

Ga nabira konformaci tii a-helixt, zatimco Gg je sloZeno zjednoho a-helixu a ¢tyt B-listd,
pricemZ tyto dvé domény sdili pouhych 16 % (9 rezidui) sekvence. Substitucemi v obou
sekvencich byla zkonstruovana série proteina se zvysujici se sekvencni identitou, ovSem
se zachovanim pavodnich konformaci Ga a Gg, a to proteiny Ga30/Gg30, Ga77/Gg77
a GaB88/G488 (vzajemna procentudlni identita udana Cislem vV nazvu)
(Alexander et al., 2007). Pozdéji pribyly Ga91/Ga91, Ga95/Ga95 a dokonce Ga98/Ga98,
které se strukturné odlisuji pouze v jediné aminokyseliné, presto se maji jinou konformaci
(3a, resp. o/43) (viz Tabulka 5) (Alexander et al., 2009).
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Tabulka 5: Sekvence domén proteinu G a od nich odvozenych chameleonskych proteinii.
Shodné aminokyseliny tucné, zahrnuty obé varianty Gz88. Stability stanoveny v 0,1 M
draselném pufru (pH 7.2). Prevzato z Alexander et al. 2007 a Alexander et al. 2009.

. Stabilita
Protein Sekvence
[kcal/mol]
Ga MEAVDANSLA QAKEAAIKEL KQYGIGDYYI KLINNAKTVE GVESLKNEIL KALPTE 6
Gg MTYKLILNKG TLKGETTTEA VDAATAEKVE KQYANDNGVD GEWTYDDATK TETVTE 7
Ga30 MEAVDANSLA QAKEAAIKEL KQYGIGEKYI KLINNAKTVE GVWSLKNEIL KALPTE 6
Gg30 MTYKLILNKG TLKGETTTEA VDAATAEKYF KLYANDKTVE GEWTYDDATK TFTVTE 4,5
Ga77 TTYKLILNLK QAKEEAIKEI, VDAGIAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIL TFTVTE 5
Gg77 TTYKLILNGK QLKEEAITEA VDAATAEKYF KLYANAKTVE GVWTYKDETK TFTVTE 4
GA88 TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAGIAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIL TFTVTE 4
Gg88 TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAATAEKYF KLYANAKTVE GVWTYKDETK TFTVTE 2
Gg88b TTYKLILNLK QAKEEAITEA VDAGTAEKYF KLYANAKTVE GVWTYKDEIK TFTVTE ~4
GA88 TTYKLILNLK QAKEEAIKEI, VDAGTAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIL TFTVTE 4
Ga91 TTYKLILNLK QAKEEAIKEI, VDAGTAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIL TFTVTE ~3
Gg91 TTYKLILNLK QAKEEAIKEA VDAGTAEKYF KLIANAKTVE GVWTYKDEIK TFTVTE ~3
Ga95 TTYKLILNLK QAKEEAIKEI, VDAGTAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIK TFTVTE ~3
Gg95 TTYKLILNLK QAKEEAIKEA VDAGTAEKYF KLIANAKTVE GVWTYKDEIK TFTVTE ~3
Gp98 TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAGTAEKYF KLIANAKTVE GVWTLKDEIK TFTVTE Nizka
Gg98 TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAGTAEKYF KLIANAKTVE GVWTYKDEIK TFTVTE Nizka

Vysvétleni tohoto jevu neni trividlni. Mechanismus piekladu primarni struktury na terciarni
patfi mezi nejvyznamnéjsi problémy moderni molekuldrni biologie, a to i pies rozmach
vyuziti strojového uceni pro predikce a simulace (Noé et al.,, 2020; Jumper et al., 2021;
Mirdita et al., 2022; Baek et al., 2021; AlQuraishi, 2019). Dilezitym faktorem pro zachovani
konformace predlohové domény mize byt dle nékterych autort zachovani stejného
hydrofobniho jadra proteinu (Banach et al., 2016; Fabian et al, 2020), ¢i zachovani
preference sekundarni struktury C-termindlnich nebo N-termindlnich aminokyselin
(Alexander et al., 2009; Saravanan et al., 2010) nebo urcitych velmi stabilnich strukturnich
komponent, napf. u Gg skupiny druhé 3-vlasenky (z angl. hairpin) a dlouhého a-helixu, které
zajistuji ustanoveni specifickych stabilnich intermediati (Sikosek et al, 2016;
Morrone et al,, 2011).

Dynamika premény jedné konformace v jinou neni vSak pouze problémem arteficidlnich
domén navrzenych de novo kvili védecké vyzvé; existuje Fada prikladd prirodnich
(tzv. metamorfickych) proteind, kde byly podobné tranzice pozorovany, nékteré jsou
dokonce strukturné zcela identické (tj. jeden protein zaujima dvé nativni konformace
bez interakce s ligandem) (Bryan a Orban, 2010; Murzin, 2008). Napt. chemokin tridy C
lymfotaktin (Ltn) se ve fyziologickych podminkach (in vitro i in vivo) vyskytuje v rovnovaze
dvou stavli oznaCovanych jako Ltn10 a Ltn40 v poméru cca 1:1, které maji odliSnou
konformaci (a/3 monomer resp. 43 dimer) a funk¢né se dopliuji (Tuinstra et al., 2008;
Volkman et al., 2009). Do této skupiny lze fadit také priony, infek¢ni bilkovinné castice,
které podléhaji konformacni pfeméné z majoritné a-helikalni struktury na konformaci
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svétsSim zastoupenim [-skladanych listli, kterda aktivuje jejich patogenni potencial
(Harrison et al., 1999).

Spatné skladani proteinti (a nasledna agregace) je rovnéz faktorem celé fady
neurodegenerativnich proteinopatii, jakymi jsou napt. Alzheimerova a Parkinsonova
(zapojené proteiny jsou nékdy oznacovany jako prionoidy), a také nékterych onemocnénich
zapric¢inénych dédi¢nymi polymorfismy, které mohou vyustit ve ztratu funkce postiZeného
proteinu (napf. Gaucherova choroba), nebo jeho zisku role patologické
(napt. Huntingtonova choroba) (Sahni et al., 2015; Hartl, 2017; Cohen a Kelly, 2003;
Scheckel a Aguzzi, 2018). Porozuméni mechanismu rozdilného skladani strukturné velmi
blizkych proteint by tak samoziejmé predstavovalo vyhodny vychozi bod pro vyvoj novych
terapeutik, napf. na bazi farmakologickych chaperont (Tripathi et al, 2021;
Bernier et al.,, 2004; Gamez et al., 2018).
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1.2.2 Charakteristika Ga88

Ga88 (0br. 7A) je plivodné 56 aminokyselin dlouha chameleonska sekvence odvozena od Ga
domény proteinu G skonformaci 3a. Ma 88% sekvencni identitu s Gg88 (Obr. 7B)
s konformaci a/4p odvozené od domény Gg (viz Tabulka 6), jak jiz bylo zminéno. Kromé
konformace ptejimaji obé tyto sekvence i vazebnou specificitu domén, od kterych jsou
odvozeny - Ga88 tak interaguje sHSA, u Gg88 je =zachovana interakce IgG
(Alexander et al., 2009).

Tabulka 6: Porovndni sekvenci G.88 a Gg88 (obé publikované varianty). Rezidua shodnd s G
vyznacena zelené, s Gg Cervené, s obéma tmavé Zluté, rezidua zcela zaménénd od vychozich
struktur cerné. Nad sekvencemi naznacdena sekunddrni struktura. Prevzato
z Alexander et al. 2007 a 2009.

al a2 a3
GA88 TTYKLILNLKQAKEEAIKELVDAGIAEKYIKLIANAKTVEGVWTLKDEILTEFTVTE

B1 B2 al B3 B4
Gs88 TTYKLILNLKQAKEEAIKELVDAATAEKYFKLYANAKTVEGVWTYKDETKTFTVTE
Gs88b TTYKLILNLKQAKEEAITEAVDAGTAEKYFKLYANAKTVEGVWTYKDEIKTFTVTE

Obr. 7: Struktury chameleonskych proteinii G.88 a Gp88 dle He et al, 2008. A: G488
(PDB ID: 2JWS), B: G588 (PDB ID: 2]JWU).

Vramci této prace byla pouzita modifikovana varianta Ga88 domény obsahujici
histidinovou kotvu, Stépné misto pro TEV proteasu a kratkou vektorovou sekvenci
(viz Tabulka 7). Charakterizace biofyzikalnimi metodami byly provadény po odstranéni
histidinové kotvy.
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Tabulka 7: Sekvence a charakteristika Gi88 pouZité v experimentdlni Cdsti této prdce.
Molekulovd hmotnost byla predikovdna online ndstrojem ProtParam (Gasteiger et al., 2005).
G488 (rudé), histidinovd kotva (tmavé modre), vektorovd sekvence (Sedivé), Stépnd sekvence
pro TEV proteasu (oranZové).

Protein Pocet rezidui M, [Da]
6His-G,88 | 80 | 9 088,37
5 10 15 20 25 30 35 40
MGSSH HHHHH SSGEN LYFQ T TYKLI LNLKQ AKEEA
45 50 55 60 65 70 75 80

IKELV DAGIA EKYIK LIANA KTVEG VWILK DEILT FTVTE

GA88 61 6 877,05

5 10 15 20 25 30 35 40
TTYKL ILNLK OQAKEE AIKEL VDAGI AEKYI KLIAN

45 50 55 60 65

AKTVE GVWTL KDEIL TFTVT E
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1.3 Fuzni proteiny

Jako fazni (rovnéZ chimérické) proteiny jsou oznacovany proteiny obsahujici domény
pochazejici z nékolika rtiznych proteinti (Uhlén et al., 1992; Yu et al.,, 2015). Rovnéz se timto
pojmem oznacuje zcela nepiibuzna skupina virovych proteint zajistujicich vstup virt
do bunék (fazi s bunétnou membranou) (Poehlmann a Simmons, 2013), nicméné tyto zde
dale diskutovany nebudou a v ramci této prace bude termin fzni protein vyhrazen pouze
pro prvni z definic.

PrestoZe o fuznich proteinech se dnes hovori predevsim v kontextu syntetickych proteint,
existuji rovnéz prirodni proteinové flze, tj. napr. enzymatické komplexy, které se v nizsich
organismech (napf. prokaryotech) vyskytuji v podobé nékolika proteint, zatimco ve vyssich
organismech (napf. eukaryotech) jako jeden protein obsahujici vSechny odpovidajici
domény. Piikladem budiZz pyrrolin-5-karboxylat synthasa sglutamat kinasovou
a glutamyl-fosfat reduktasovou aktivitou (Pérez-Arellano et al, 2010), ¢i acetyl-CoA
karboxylasa s biotin karboxylasovou a karboxyl transferasovou aktivitou (Tong, 2005).
V obou téchto prikladech vznika fuze se stejnou funkci jako jednotlivé komponenty, avSak
s vyssi aktivitou, jde tedy o evolu¢ni optimalizaci katalyzovanych procest. To naznacuji také
experimenty s tryptofan synthetasou hub (rovnéz fazni protein), jejiz dvé podjednotky jsou
fazeny v poradi zajiStujici nejlepsi aktivitu i presto, Ze v genomu bakterii se vyskytuji (jako
jednotlivé proteiny) v poradi opacném (Burns et al., 1990).

Ve vzacnéjsich pripadech mohou vSak fuzi vznikat proteiny se zcela novou funkci jako je
tomu napt. u fuze KUA-UEV (Long, 2000), nebo miiZe byt funkce ztracena jako
u onkogennich proteinti akutni (napt. MLL-ENL) a chronické (napt. BCR-ABL1) myeloidni
leukemie (Rapin a Porse, 2014; Strohl, 2017), poptipadé neni funkce pozménéna, ale fuze
nevykonava sérii reakci, ktera by poskytovala na prvni pohled ziejmou evolu¢ni vyhodu,
napft. u glutamyl-tRNA/prolyl-tRNA synthetasy, ktera je jedinou bifunk¢ni aminoacyl-tRNA
synthetasou (Berthonneau a Mirande, 2000).

V prirodé jsou fuze proteinti realizovany prirozenymi evolu¢nimi procesy, a to na urovni
genl. VnizSich organismech mohou vznikat fize napf. inserty ¢i bodovymi mutacemi
v terminacnim kodonu, zatimco ve vysSich organismech miiZze byt mechanismus jejich
vzniku komplexnéjsi, napf. chromozomovymi prestavbami (z angl. chromosomal
rearrangements, napf. vzajemnou translokaci), ¢ tzv. read-through transkripci
s alternativnim sestfihem (také nazyvano intergenovy sesttih), kdy jsou z primarniho
transkriptu vystriZzeny ¢asti nesouci termina¢ni kodon prvniho z proteini a iniciacni kodon
druhého z proteini - sekvence je tak podrobena translaci jako jeden celistvy protein

(Long, 2000; Berthonneau a Mirande, 2000; Strohl, 2017).
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1.3.1 Design a pFiprava rekombinantnich faznich proteinl

ObtiZznym ukolem piipravy syntetickych funkénich faznich protein je jejich design
paralelizujici fungujici ptirodni fize, avSak bez Casu nutného na evolucni optimalizaci.
Ukazuje se, Ze pro zachovani rady vlastnosti (napt. rozpustnosti, skladani a funkce) je
esencialni jak poradi, tak i zplsob, jakym jsou flzované domény spojeny, cCemuz musi byt
uzplsoben proces jejich designu (Sachdev a Chirgwin, 1998; BouSova et al, 2021;
Yu etal,, 2015).

1.3.1.1 Vyb&r domén a linkerd

S poCtem popsanych ptirodnich domén dosahujicim témér dvaceti tisic (dle databazi
InterPro a CDD) (Paysan-Lafosse et al., 2022; Wang et al., 2023) je mnoZstvi kombinaci
do proteinovych fuzi v praxi témér neomezené - jen pro dvoudoménové fize se pohybuje
ve stovkidch milioni. Design faznich proteini vSak zpravidla neni v principu
ndhodny - na zadkladé pozadované funkce nebo vlastnosti jsou vybirany vhodné domény,
které jsou s to ji zajistit, napt. v pripadé potencidlnich terapeutik se casto vychazi
z popsanych biochemickych aktéri patologického procesu, na néjz je toto vyvijeno, ¢i jejich
interaké¢nich partnert, a dal$i domény snizujici degradabilitu in vivo (viz 1.3.2.1).

AcCkoliv v prirodnich proteinech miZe dochazet ke zménam v poradi ¢asti sekvence
proteinu bez vyznamného naruseni tercidlni struktury v ramci jevu nazyvaného cirkularn{
permutace (napr. nezavislou genetickou fuzi dvou jednodoménovych proteind ¢i sérii
duplikaci a deleci dvoudoménového proteinu) (Lutz a Bornscheuer, 2009), ktery je rovnéz
dtlezitym nastrojem evoluce proteind (napft. vySe zminény priklad tryptofan synthetasy
hub), u syntetickych fznich proteinli mize zména poradi domén pozadované vlastnosti
velmi neptiznivé ovliviiovat. Obvykle se tak zpocatku pripravuji a testuji obé varianty fuze
(¢asto oznacCované forward a reverse), znichZ je nasledné vybrana ta preferovanéjsi
(Yuetal, 2015; Sachdev a Chirgwin, 1998; Kirubakaran et al., 2016).

Vhodné spojeni obou domén je taktéz klicové. PouZzivaji se zpravidla kratké
aminokyselinové sekvence (tzv. linkery) se specifickymi vlastnostmi; mohou zajistovat fuzi
flexibilitu ¢i naopak rigiditu (podporovat ¢i omezovat volny pohyb domén vici sobé
v prostoru), nebo obsahovat $tépné misto, vnémz miZe byt fize rozdélena. Flexibilni
linkery jsou pouzivany pro fuze, kde je treba uchovat pfimou interakci mezi fizovanymi
doménami, nebo mezi nimi jednoduse vytvorit fyzickou mezeru. Jsou sloZzeny z malych
a hydrofilnich aminokyselin, nejcastéji G, S, ale také E, K a dalSich (viz Tabulka 8). Rigidni
linkery lze pouZzit, pokud je cilem zafixovani vzdalenosti mezi fizovanymi doménami
a zabranéni nezaddoucim interakcim, které mohou zhorsovat aktivitu ¢i vytézek fuze. Jedna
se bud'to o a-helikalni struktury, nejcastéji obsahujici sekvence EAAAK, nebo sekvence
s vysokym zastoupenim P (viz Tabulka 8) (Chen et al,, 2013; Patel et al,, 2022).

V pripadé, Ze cilem je vytvoreni Stépitelného fuzniho proteinu, ktery se in vivo rozpada
na jednotlivé domény, lze pouzit linkery se specifickymi Stépnymi sekvencemi proteas
(napt. CRRRRRR*EAEAC Stépitelna Kex2 nebo Stel3 proteasami, ¢i PLG*LWA Stépitelna
MMP-1 proteasou), ¢asto ve formé cyklopeptidu se snadno redukovatelnym disulfidovym
miustkem mezi koncovymi C linkeru (Chen et al,, 2013; Strohl, 2017).
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Tabulka 8: Sekvence vybranych casto vyuZivanych flexibilnich a rigidnich linkert. Priklady
z Chen et al, 2013, Kirubakaran et al, 2016 a Strohl, 2017.

Sekvence n
Flexibilni | (G)n 5-8
GGSG
(GGGGS)x 1-4
KESGSVSSEQLAQFRSLD
EGKSSGSGSESKST
GSAGSAAGSGEF
Rigidni | (EAAAK)n 1-3
A(EAAAK),A 2
A(EAAAK),ALEA(EAAAK),A 4
PAPAP
(XP)n, X=A,E,Kad. 5-17

1.3.1.2 Metody pripravy proteinovych fuzi

Spojeni jednotlivych domén do jedné fize mize byt provedeno nékolika zplisoby, bud'to
na arovni genu nebo na trovni proteinu. Nejsnadnéjsim a také nejuzivanéjSim zplisobem je
tandemova fuze (také end-to-end faze) (viz Obr. 84), kdy jsou sekvence DNA kédujici obé
fazované domény umistény v expresnim vektoru ihned za sebe (bez termina¢niho kodonu
mezi nimi, se zachovanim ¢tectho ramce) a jsou tak exprimovany jako jedna sekvence.
Pfi pouziti tohoto postupu se velmi Casto pristupuje k zavedeni linkeru mezi tyto dvé
sekvence, zejména pakliZe je funkce jedné z domén koncentrovana na konci, na kterém je
spojena s doménou druhou, a miiZze tak dochazet k jejimu negativnimu ovlivnéni narusenim
dynamiky, ¢i pokud neni konec dostatecné flexibilni a mohou se objevovat nezadouci
sterické efekty branici spravnému skladani. Zminéné negativni jevy mohou zpisobovat
snizeni stability exprimovanych fazi, tvorbu inkluznich télisek a zhorSeni az ztratu funkce
fizovanych domén. V optimalnim pripadé jsou vsSak funkce i struktura obou domén
zachovany (Yu et al,, 2015; Rizk et al., 2012; Strohl, 2017).

vvvvvv

(vklddané) vmezetrena do sekvence druhé domény (hostitelské). Analogické déje jsou
u prirodnich multidoménovych proteini relativné casté, funkce domén tedy nemusi nutné
vyzadovat zachovani kontinuity jejich sekvence, ale spiSe prostorové konformace. Vkladané
domény jsou proto zpravidla mensi neZ hostitelské a maji C-konec a N-konec v tésné
blizkosti tak, aby jejich zavedeni do hostitelské domény vyznamné neovlivnilo jeji skladani.
Vybér mista, vnémz bude doména vlozena, je rovnéz esencidlni. Zpravidla se inserce
provadi na vnéjSich otockach, které se nezapojuji do funkce hostitelské domény, a to
s pouzitim dvou linkerd. Touto cestou vznika rigidnéjsi, stabilnéjsi fize odolnéjsi vici
proteolyze in vivo (Doi a Yanagawa, 1999; Yu et al,, 2015).

V pripadé, Ze exprese kompletnich fiznich proteint (z fizi na bazi genu) nema dostatecny
vytéZek nebo nevykazuje kyZenou strukturu ¢i funkci z diivodu Spatného sloZeni, je nasnadé
zvazit treti, fundamentalné odliSny pristup, a to posttranslacni fazi (viz Obr. 8C). Misto
kompletniho fizniho proteinu jsou vtomto pripadé exprimovany fazované domény
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samostatné, prislusné konce jsou vSak modifikovany tak, aby mohly byt nasledné spojeny
(Yu et al, 2015). Faze je ptripravena ze syntetizovanych domén in vitro enzymatickou ligaci
(ridCeji méné specifickou chemickou ligaci, napf. Huisgenovou azid-alkyn [3+2] cykloadici,
tzv. CuAAC) (Hatzakis et al, 2006; Xiao a Tolbert, 2009). Za timto ucCelem lze pouzit
specifické aminokyselinové sekvence na koncich obou domén, bud’to za ticelem vytvoreni
tradi¢nich spojl peptidovou vazbou, napi. C-terminalni LPETGX, motiv a N-terminalni GGG
kotva pfi ligaci sortasou A (Levary et al., 2011), nebo méné tradi¢nich spojeni jinymi typy
vazeb, napf. dvé GGGGY Kkotvy prii parovani (z angl. coupling) tyrosinii kienovou
peroxidasou za vzniku dityrosinového mustku (Minamihata et al., 2011). Tento piistup je
extrémné uzitecny zejména pro multidoménové fize (Yu et al,, 2015).

in silico

IO
+
A + fuze in V’V" exprese
T

in silico

[T
+
B .
T fuze in VIVD exprese
T

in vivo exprese
> in vitro
C fuze
exprese
T —

Obr. 8: Metody pripravy fiiznich proteini. A: Tandemovd fiize. B: Doménovd inserce. C:
Posttranslacni fiize. Domény a jejich prislusné kddujici sekvence Cervené a zelené, linker
modre. Zpracovdno pomoci online ndstroje BioRender (biorender.com).
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1.3.2 Praktickd vyuZiti rekombinantnich fuznich proteind

Prvnim vyuZzitim toho, co dnes byva oznacovano jako proteinové fuze, byly afinitni kotvy.
Spojenim KkyZeného proteinu s jinou doménou (kotvou) Ize zlepsit jeho expresi, skladani
arozpustnost a zvysit jeho rezistenci vUCi proteolyze, pricemz objemné Kotvy
(napt. maltosu vazajici protein - MBP, thioredoxin - TRX, ¢i glutathion-S-transferasa - GST)
v téchto ohledech zpravidla funguji 1épe nez malé. Zaroven, jak ndzev napovid4, pomoci nich
1ze kyZeny protein oddélit od jinych pomoci afinitni chromatografie. Postupné vSak vyuziti
faznich proteinli prerostla z nastroje pro purifikaci k Sirokym uplatnénim v analytické
biochemii, proteinové terapii i chemickém primyslu (Smyth et al., 2003; Yu et al.,, 2015).

1.3.2.1 Terapeutika

Terapeutik na bazi fiznich proteinti existuje jiZ dnes na trhu cela fada a mnohé dalsi jsou
stale predmétem vyvoje. Obecné je 1ze rozdélit do ti'i hlavnich skupin:

- Faze farmakologicky aktivniho peptidu/proteinu s proteinem s vysokym
biologickym polofasem - Nejcastéji s Fc fragmentem lidského imunoglobulinu G
(hulgG1-Fc), ¢i lidskym sérovym albuminem (HSA) vysledkem je prodlouZeni doby
pusobeni (na 4 dny az 4 tydny) diky recyklacnimu mechanismu zprostiedkovaného
neonatdlnim Fc receptorem (FcRn) a obecné zlepSeni farmakokinetickych
vlastnosti. Napf. etanercept (Enbrel), Eftrenonacog alfa (Alprolix), rFIX-FP
(Idelvion);

- Faze farmakologicky i toxikologicky aktivniho peptidu/proteinu s doménou cilici
do specifickych tkani/bunék - Vyuzivané pro cileni (z angl. targeting) terapeutika
napt. cytokini (Casto IL-2) ¢i bunécnych jedd do postizené tkané, casto
protinddorova léc¢iva. Napft. denileukin diktilox (ONTAK);

- Faze nékolika domén s vlastni farmakologickou aktivitou - Tvoii se multispecificky
protein, nejc¢astéji fize monoklonalnich protilatek. Napt. blinatumomab (Blincyto)
(Strohl, 2017; Schmidt, 2013; Silver et al., 2021; Kontermann, 2012).

Specialnim pripadem jsou pak vakciny na bazi proteinovych fuzi. Pracuje se s fizemi rady
antigenl (odvozenych od HIV-1, Bacillus anthracis, Vibrio cholerae, enterotoxigenni E. coli
ad.) s Fc fragmenty riiznych imunoglobulint (napft. IgA, IgE, IgG1. IgG3, IgM), netoxickymi
imunogennimi doménami bakterialnich exotoxind (napt. CTB, LTB), ¢i virim podobnymi
Casticemi (VLPs), které plisobi jako adjuvans. Tato nevSedni technologie, ktera je zatim vSak
relativné v plenkach, ma potencial zajistit vakciny proti nemocem, pro néz zatim prevence
touto cestou nebyla mozna (Czajkowsky et al., 2012; Soria-Guerraetal.,2011; Moyle, 2017).

1.3.2.2 Biokatalyzatory

Zatimco anorganické katalyzatory jsou v chemické primyslové produkci naprostym
standardem, moderni FeSeni k provadéni nékterych slozitych syntéz bylo nalezeno v pouziti
rekombinantnich enzymi. Tento pristup se jiz dnes s vyhodou vyuziva pri industrialni
vyrobé tady latek, napf. aspartamu, vanilinu, penicilinu G, islatraviru, nootkatonu ci
akrylamidu, pri¢emz mezi nejvyuzivanéjsi enzymové rodiny patii alkohol dehydrogenasy,
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ketoreduktasy, transaminasy, aldolasy, acylasy, halohydrin dehalogenasy, Baeyer-Villiger
monooxygenasy ad. Mezi klicové vyhody biokatalytické syntézy se fadi rychlost, nizka cena,
vysoka selektivita, bezpecnost pro ¢lovéka i Zivotni prostiedi a v neposledni fadé moZnost
optimalizace cilenou evoluci a dal$imi metodami proteinového inZenyrstvi (Bell etal., 2021;
Bornscheuer, 2018).

Jednou z nich je i fizovani enzymi. Pri tandemovém spojeni domén katalyzujicich po sobé
jdouci reakce lze totiZ v nékterych pripadech dosahnout i nékolikanasobné zvyseni vytézku
diky pribliZeni aktivnich mist. Napt. tvorbou bifunk¢ni aldolasy/kinasy prodluZujici fetézec
dihydoxyacetonu vytvotrenim C-C vazby se substratovym aldehydem se zvysi rychlost
reakce 20x (Iturrate et al., 2010).

Jesté lepsich vysledd bylo dosaZeno s pouzitim syntetickych fiznich scaffoldovych proteind,
nikoliv prfimého spojeni katalytickych proteini (Vanderstraeten a Briers, 2020). Timto
zplsobem byl vytvoren napi. proteinovy komplex Kkatalyzujici sérii tii reakci slozeny
z acetoacetyl-CoA thiolasy (AtoB), hydroxy-methylglutaryl-CoA synthasy (HMGS)
a hydroxy-methylglutaryl-CoA reduktasy (HMGR), spojeny fuznim scaffoldovym proteinem
s GTPasovu protein vazajici doménou (GBD), SH3 doménou a PDZ doménou, ktery
vykazoval 77x vys$si vytéZek neZ samostatné enzymy v roztoku (Dueber et al., 2009).

1.3.2.3 Analytické metody

Proteinova flze rovnéZz umoZznuje dpravu studovaného proteinu tak, aby mohl byt
charakterizovan. Za timto tcelem se pouZzivaji zpravidla fluorescen¢ni proteiny jako zeleny
fluorescenc¢ni protein (GFP, GFP2 ad.) a jeho varianty (cyanovy - CFP, Zluty - YFP,
modry - BFP) a luciferasy (v pritomnosti svych substratti - luciferinti). Pomoci nich lze
kyzeny protein sledovat in vivo, coz je moznost jinak velmi obtiZzné dostupna. S vyuzitim
takovych fuzi lze snadno detekovat expresi a lokalizaci studovaného proteinu v buiikach
pomoci fluorescencéni mikroskopie, ¢i studovat protein-protein a protein-ligand interakce
metodou Forsterova (fluorescencniho) rezonancniho prenosu energie (FRET) (nejcastéji
s vyuzitim fazi CFP-protein 1 a YFP-protein 2, méné BFP-protein 1 a GFP-protein 2)
a biolimuniscen¢niho rezonanéniho prenosu energie (BRET) (fuze luciferasa-protein 1
a YFP/GFP2-protein 2) (Pollok, 1999; Snapp, 2005; Bacart et al, 2008;
Shimozono a Miyawaki, 2008).

Pro evaluaci exprese lze vyuzit i jiné fuzni partnery, které poskytuji specifické reakce, jako
chloramfenikol acetyltransferasa (CAT), alkalickd fosfatasa (AP) [-galaktosidasa nebo
B-laktamasa, pro néz existuji publikované protokoly a komeréné dostupné testovaci sady
(Strohl, 2017).

39



2 Cile prace

V obecné roviné Ize za cil predlozené diplomové prace povazovat pripravu a biofyzikalni
charakterizaci dvou fuznich proteintd, FD5A a FD6A, sloZzenych z PDZ3 a Ga88 domén, ve
smyslu hydrodynamickych vlastnosti a teplotn{ stability.

Konkrétni cile prace byly:

- Priprava bakteridlnich kultur pro expresi proteinti FD5A, FD6A a samostatné Ga88

- Exprese FD5A, FD6A a Ga88 s histidinovou kotvou a jejich purifikace

- Odstranéni histidinové kotvy pomoci proteasy a subtraktivni afinitni chromatografie
- Precisténi FD5A, FD6A a Ga88 vylucovaci chromatografii

- Charakterizace FD5A, FD6A a Ga88 pomoci analytické vylucovaci chromatografie

- Charakterizace FD5A, FD6A a Ga88 pomoci dynamického rozptylu svétla

- Charakterizace FD5A, FD6A a G488 pomoci analytické ultracentrifugace

- Charakterizace FD5A, FD6A a Ga88 pomoci cirkularniho dichroismu

- Charakterizace FD5A, FD6A a Ga88 pomoci diferencialni skenovaci fluorimetrie
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Vybaveni

3.1.1 Pristrojové vybaveni a materidl
Analyticka ultracentrifuga Optima AUC (Beckman Coulter, Brea, USA)
rotor AN50Ti
Analytické vahy L303i (Bel Engineering, Monza, Itélie)
Centrifuga Avanti JXN-30 (Beckman Coulter, brea, USA)
rotor JLA-8.1000
Centrifuga Multifuge X1R (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
rotor TX-200
rotor Fiberlite F15-8x50cy
Denzitometr Biospectrometer Kinetic (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Dialyza¢ni membrana Spectra/Por 1 Standard RC Tubing
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
DLS analyzator Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Malvern, UK)
Elektroforeticky systém Mini-PROTEAN Tetra System (BioRad, Hercules, USA)
Elektroforeticky zdroj PowerPac Basic (Bio-Rad, Hercules, USA)
Filtry Whatman ME25 (Cytiva, Chicago, USA)
Filtry Whatman 13mm SPARTAN (Cytiva, Chicago, USA)
Flow-box Secuflow (Waldner, Wangen, Némecko)
FPLC AKTA Pure Protein Purification System (Cytiva, Chicago, USA)
kolona Superdex 75 Increase 10/300 GL
Fraction Collector F9-R
Hlubokomrazici box VIP Plus MDF U76V (Panasonic, Osaka, Japonsko)
Hmotnostni spektrometr Finnigan MALDI/TOF
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Inkubator tepaci Incubator Shaker ES-60 (BTLab, St. Louis, USA)
Inkubator tfepaci Innova S44i (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Koncentrator Amicon Ultra - 15 Ultracel - 10K (Merck, Rahway, USA)
Magneticka michacka ARE Hot Plate Stirrer (VELP Scientifica, Usmate, Italie)
Magneticka michacka ESP Ultraflat Magnetic Stirrer
(VELP Scientifica, Usmate, Italie)
Mikrocentrifuga Micro Star 17 (VWR, Radnor, USA)
Millipore Milli-Q Synthesis (Merck, Rahway, USA)
cartridge Q-Gard 1
NanoPhotometer NP80 (Implen, Mnichov, Némecko)
PCR cyklér T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA)
Peristalticka pumpa Ecoline Vc-MS/CA8-6 (Ismatec, Glattbrugg, Svycarsko)
pH metr Edge Blu (Hanna Instruments, Smithfield, USA)
gPCR cyklér gTOWER3/G (Analytik Jena, Jena, Némecko)
Skener CanoScan LiDE 220 (Canon, Ota, Japonsko)
Sonikator UP200St (Hielscher, Teltow, Némecko)
Spektrometr circularniho dichroismu J-815 CD (JASCO, Tokyo, Japonsko)
Termoblok TDB-120 (Biosan, Riga, Litva)
Vodni lazenn SWB6D Digital Water Bath (Cole-Parmer, Stone, UK)
Vortex Genie 2T (Scientific Indrutries, Bohemia, USA)
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3.1.2 Software
CDPro (Sreerama a Woody, 2000)
CollabFold (Mirdita et al., 2022)
DSFworld (Wu et al., 2020)
GUSSI, verze 1.4.2 (Brautigam, 2015)
HullRad, verze 9 (online) (Fleming a Fleming, 2018)
HYDROPRO, verze 10 (kompilace 54) (Garcia De La Torre et al,, 2000; Ortega et al.,
2011)
NEB Tm calculator (tmcalculator.neb.com)
PDBMD2CD (online) (Drew a Janes, 2020)
PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schrodinger, LLC
Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000; Brown a Schuck, 2008)
Sednterp, verze 20130813 BETA (Laue et al., 1992)
UltraScan III, verze 4.0 (6731) (Demeler, 2005)
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3.2 Chemicky a biologicky material

3.2.1 Chemikalie

2-merkaptoethanol (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Ampicilin (AMP) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Bromfenolova modf (BPB) (Thermo Fisher Scientific)
Coomassie Brilliant Blue (CBB) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4) (PENTA, Praha, CR)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Glycerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Glycin (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Guanidin hydrochlorid (Gm-HCI) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Na;HPO,- H,0) (PENTA, Praha, CR)
Hydroxid sodny (NaOH) (PENTA, Praha, CR)
Chlorid draselny (KCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Imidazol (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Isopropanol (IPA) (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Isopropyl 3-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) (BioWorld, Irving, USA)
Kyselina borita (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (PENTA, Praha, CR)
Kyselina chlorovodikova (HCl) (PENTA, Praha, CR)
Mocovina (Lach-Ner, Neratovice, CR)
NP-40 (Merck, Rahway, USA)
Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
SYPRO Orange (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Bio-Rad, Hercules, USA)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI)

(Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)
Tween 20 (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

3.2.2 Biologicky material
LB médium dle Millera (dehydrované) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Lysozym (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
PBM JAM-A (PSPSPSTSSFLV) (GenScript, Piscataway, USA)
Petriho misky s agarem s AMP
(ptipraveno na UOCHB AV CR v ramci servisnich laboratoi)

Plazmidy pET15b pro expresi FD5A (pET15b_FD5A), resp. FD6A (pET15b_FD6A)
s histidinovymi kotvami (GenScript, Piscataway, USA)

Fw: GTTACCGAGTAATAACCGGCGCCGGCGCCGGGTAGCCACATGATTCTG

Rv: GCCGGCGCCGGTTATTACTCGGTAACGGTAAAGGTCAGGATTTCGTCCTTCAGGG
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3.2.3

3.2.4

Primery pro PCR (Eurofins, Lucemburk, Lucembursko)

Protein PDZ3 (pripraveno na UOCHB AV CR skupinou Bioinformatika)

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerasa (New England Biolabs, Ipswich, USA)
TEV proteasa s His-tagem (pripraveno na UOCHB AV CR skupinou Bioinformatika)
Zasobni kultury kompetentni Escherichia coli BL21(DE3) (OD = 0,3)

Komercni smési, kity a standardy
dNTPs (New England Biolabs, Ipswich, USA)
GC enhancer (5x) (New England Biolabs, Ipswich, USA)
Chelata¢ni sepharosa Chelating Sepharose Fast Flow (Cytiva, Chicago, USA)
Kit pro purifikaci plazmidové DNA High-Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid, Nova Tchai-pej, Taiwan)
Marker Precision Plus Protein Dual Xtra Standard (Bio-Rad, Hercules, USA)
Marker proteinovych velikosti Precision Plus Protein Standard
(Bio-Rad, Hercules, USA)
Q5 pufr (5%) (New England Biolabs, Ipswich, USA)
Smés akrylamidu a bisakrylamidu (29:1) 30 % ROTIPHORESE NF
(Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

Pufry, roztoky a média

Barvici roztok - CBB (0,007 %), HCI (0,1 %)

Denaturacni pufr -Tris-HCl (50 mM), NaCl (500 mM), Gm-HCI (6 M)

Elektroforeticky pufr (10x) - Tris (250 mM), glycin (1,92 M), SDS (1 %)

Elu¢ni pufr - Tris-HCl (50 mM), NaCl (0,5 M), imidazol (600 mM), NP-40 (0,01 %),
pH 7,4

Lyzaéni pufr - PBS (1x), NaCl (500 mM), imidazol (20 mM), NP-40 (0,05 %), pH 7,5

PB Pufr - NaCl (137 mM), KCl (2,7 mM), Na;HPO4 - H20 (10 mM), KH2PO4 (1,4 mM),
pH7.5

PBS pufr 10x - NaCl (1,37 M), KCl (27 mM), Na;HPO, (100 mM), KH,PO4 (18 mM),
pH 7,4

Promyvaci pufr - Pufr E + Pufr F (9:1), NP-40 (0,01 %), pH 7,5

Pufr E - PBS (1x), NaCl (500 mM), imidazol (1 mM), pH 7,4

Pufr F - PBS (1x), NaCl (500 mM), imidazol (600 mM), pH 7,5

Pufr pro separacni gel (4x) — Tris-HCI (1,5 M), SDS (0,4 %), pH 8,8

Pufr pro zaostiovaci gel (4x) - Tris-HCI (500 mM), SDS (0,4 %), pH 6,8

TEV pufr 1 - Tris-HCl (50 mM), NaCl (500 mM), glycin (100 mM), Tween 20
(0,005 %), DTT (1 mM), EDTA (0,5 mM), PMSF (0,1 mM), pH 7,5

TEV pufr 2 - Tris-HCl (50 mM), NaCl (500 mM), glycin (100 mM), Tween 20
(0,005 %), pH 7,5

Vyvazovaci roztok - NaCl (500 mM), EDTA (100 mM)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (5x) - Tris-HCI (60 mM), glycerol (25 %), SDS (2 %),
2-merkaptoethanol (5 %), BPB (0,1 %), pH 6,8
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3.2.5 Priprava polyakrylamidovych geld

Bylo smiseno prislusné mnozstvi komponent (viz Tabulka 9), které tvorily polymeracni
smeés separacniho gelu. Ta byla rychle vpravena mezi skla umisténa v sestavené aparature
pro plnéni geld, kde polymerovala cca 30 min pod vrstvou IPA. Ten byl po skonceni reakce
odstranéna, mezi skla byla pridana polymerac¢ni smés zaostrovaciho gelu (viz Tabulka 9)
ado ni byl zasunut hiebinek tvorici jamky gelu. Gel byl znovu ponechdn k zatuhnuti
a nasledné skladovan zabalen v bunic¢iné napusténé elektroforetickym pufrem (4 °C).

Tabulka 9: Objemy jednotlivych komponent pro pripravu gelii pro jeden 1Imm SDS-PAGE.
Miseno v tomto poradi.

Separacni gel (15%) Zaostrovaci gel

Akrylamid/bis-akrylamid (30%) 2,45 ml 0,35 ml
Separacni pufr (4x) 1,3 ml -
Zaostrovaci pufr (4x) - 0,65 ml
Destilovana voda 1,25 ml 1,45 ml
10% APS 49 ul 29 pl
TEMED 55pl 3,25 ul
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3.3 Metodika
3.3.1 Predikce struktur proteind FD5A a FD6A in silico

Sekvence FD5A a FD6A byly vloZzeny do online nastroje ColabFold (Mirdita et al.,, 2022).
Predikce byla provedena metodou MSA parovani s nastavenim templatového moédu pdb70
s ¢islem relaxace 5 pod vedenim Mgr. Josefa Sulce ze skupiny Bioinformatika UOCHB AV CR.
Struktury byly vizualizovany v softwaru PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1,
Schradinger, LLC.

3.3.2 Priprava bakteridlnich kultur a exprese studovanych proteind
3.3.2.1 Transformace E. coli

Kompetentni bunky E. coli BL21 a E. coli TOP10 (100 pl, OD = 0,3) byly rozmrazeny (4 °C)
aknim byly priddny zakoupené plazmidy pET15b_FD5A, resp. pET15b_FD6A
(GenScript, Piscataway, USA). Tato smés byla inkubovana (25 min, 4 °C) a nasledné
vystavena tepelnému Soku (60 s, 42 °C) a znovu zchlazena (2 min, 4 °C). Bylo ptriddno LB
médium (900 pl), kultura byla inkubovana na tiepacce (1 h, 37 °C, 160 RPM) a nasledné
prenesena (200 pl) na Petriho misku s agarem s AMP, rozetirena a dale inkubovana (37 °C).
Transformace byly provedeny ve spolupraci s tymem bioinformatické laboratoie UOCHB.

3.3.2.2 Mutageneze pET15b_FD6A pomoci PCR

Kolonif bunék E. coli TOP10 s plazmidem pET15b_FD6A bylo z Petriho misky inokulovano
LB médium (5 ml) s AMP (5 pl 30 mg/ml roztoku) a kultura byla ptes noc (O/N) ponechana
na trepacce (190 RPM, 37 °C). Z téchto bunék byla zpétné izolovana plazmidova DNA
(pET15b_FD6A) pomoci komercniho kitu High-Speed Plasmid Mini Kit
(Geneaid, Nova Tchai-pej, = Taiwan) dle  postupu  predepsaného  vyrobcem
(Geneaid Biotech Ltd., 2017, viz Priloha I) vCetné volitelného kroku. Koncentrace ziskaného
plazmidu byla stanovena spektrometricky z Az na zatizeni NanoPhotometer
(Implen, Mnichov, Némecko) v médu pro analyzu DNA. Dale byly piipraveny shodné smési
(2 50 pl, sloZeni viz Tabulka 10) pro polymerazovou retézovou reakci (PCR), s nimiz byla
metoda provedena s riznymi teplotami hybridizace pro rizné smési (nastaveni metody
viz Tabulka 11) pomoci PCR cykléru T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA).

Tabulka 10: SloZeni PCR smési pouZitych pro mutagenezi pET15b_FD6A.

pET15b_FD6A | 10ng
Fw primer | 0,5 uM
Rv primer | 0,5 uM
Q5 polymerasa 1U
Q5 pufr 1x
GC Enhancer 1x
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Tabulka 11: Nastaveni metody PCR. Popsdny jsou jednotlivé faze PCR a korespondujici teploty
a ¢asy. Hybridizace byla provedena v gradientu teplot, pro kaZdou smés pri jiné teploté.

Faze Teplota Cas
Pocatec¢ni denaturace 98 °C 30s
Denaturace 98 °C 10s
Hybridizace 62-72°C 20s 30 cykla
Extenze 72 °C 240s
Finalni extenze 72°C 300s
Po skonceni 4°C ed)

Po probéhnuti PCR byla kreakénim smésim pridana Dpnl restriktasa (4 10 U)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a smési byly inkubovany (120 min, 37 °C).
Vyslednymi smésmi byly transformovany a inkubovany kompetentni bunky E. coli BL21
analogicky k 3.3.2.1. Plazmidy (pET15b_Ga88) byly znovu, z obdobné pripravenych kultur
v LB a za pomoci kitu High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Nova Tchai-pej, Taiwan),
izolovany a jejich sekvence byla ovérena spolecnosti Eurofins (Eurofins, Lucemburk,
Lucembursko).

3.3.2.3 Exprese proteind v E. coli

Kolonii bunék E. coli BL21 s plazmidem (pET15b_FD5A, pET15b_FD6A, resp. pET15b_G488)
pro dany studovany protein s histidinovou kotvou (6His-FD5A, 6His-FD6A, resp.
6His-Ga88) z Petriho misky bylo inokulovano LB médium (8x5 ml) s AMP (8%5 pl 30 mg/ml
roztoku) a kultura byla inkubovana na trepacce (190 RPM, 37 °C, O/N). Kultury byly
slouceny, homogenizovany pomoci vortexu a nasledné po 4,5 ml distribuovany do 8x11LB
média s AMP (8x1 ml 30 mg/ml roztoku) v Erlenmeyerovych batikach. Tyto kultury byly
umistény do trepacky, inkubovany (150 RPM, 37°C) a pribézné podrobovany
denzitometrickym stanovenim. Po dosazeni ODesgo = 0,6 byly podminky zmirnény (22 °C,
77 RPM). Po dosazeni ODgoo = 1 bylo do média pridano IPTG (8x1 ml 0,5 mM roztoku)
a smés byla ponechana na tfepacéce (150 RPM, 22 °C, O/N).

Kultury byly centrifugovany (3500 RPM/1150xg, 4 °C, 20 min), slouceny a koncentrovany,
az z nich byly ziskany 2 pelety bunék (kazda ze 4 1 kultury). Pelety byly resuspendovany
v lyza¢nim pufru (320 ml), slouceny, homogenizovany a rozdéleny do dvou zamrazovacich
lahvi (2x160 ml). Nakonec byl pridan lysozym (cca 2x1,5 mg) a buiiky byly uskladnény
(-20 °QC).
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3.3.3 Purifikace exprimovanych proteind
3.3.3.1 Priprava lyzatu E. coli

Roztok bunék v lyza¢nim pufru (160 ml) z kroku 3.3.2.3 byl rozmrazen (4 °C, O/N), nasledné
knému bylo pridano PMSF (160 ul 100 puM roztoku). Celd smés byla vledové lazni
sonikovana pomoci sonikatoru UP200St (Hielscher, Teltow, Némecko) do dosazeni
viskozity podobné vodé (15-20 min v cyklech 5 s pulz, 10 s prodleva). Z lyzatu byl odebran
vzorek pro elektroforézu, ktery byl samostatné centrifugovan (piiprava vzorkt peleta - P,
supernatant - SN) azbytek lyzatu byl ndasledné rovnéZz centrifugovan
(13500 RPM/21 200xg, 4 °C, 1 h) a supernatant obsahujici protein byl oddélen od pelety.

3.3.3.2 Afinitni chromatografie s imobilizovanymi ionty kovt (IMAC)

Kolona pro IMAC byla naplnéna chelata¢ni sepharosou Chelating Sepharose Fast Flow
(5 ml) (Cytiva, Chicago, USA), ktera byla promyta vodou (20 ml), vyvazovacim roztokem
(30 ml) a znovu vodou (20 ml). Naslednym promytim siranem nikelnatym (60 ml 0,1 M
roztoku) byly navazany nikelnaté ionty (vznik matrice Ni/IDA); pritok byl facilitovan
pumpou. Kolona byla promyta vodou (20 ml), pak kondiciovana pufrem E (20 ml + 10 pl
20% NP-40), a nasledné byl postupné nanasSen supernatant z kroku 3.3.3.1. Nezachyceny,
proSedsi roztok (FT) byl sbiran. Po naneseni veskerého supernatantu byla kolona
promyvana promyvacim pufrem (400 ml), pticemZ prvnich 10 ml bylo sbirano (W). Pumpa
byla odpojena a byla zahajena gravitacni eluce zachyceného proteinu z afinitni matrice
pomoci elu¢niho pufru (25 ml). Bylo sesbirano 20 frakci 4 1 ml (E1-E20), ty byly doCasné
uchovavany na ledu.

3.3.3.3 Vizualizace prib&hu IMAC pomoci SDS-PAGE

Byly pripraveny 1mm 15% SDS-polyakrylamidové gely (sloZenfi viz 3.2.5). 20 ul kazdého
ze vzorkla P, SN, FT, W, E1-E6 a E8 bylo smiseno s5 pl vzorkového pufru a tepelné
denaturovano (90 °C, 10 min). Gel byl vlozen do lazné s elektroforetickym pufrem
v elektroforetické vané, na gel byl do jamek nanesen marker molekulovych hmotnosti
Precision Plus Protein Standard nebo Precision Plus Protein Dual Xtra Standard (5 pl)
(Bio-Rad, Hercules, USA) a postupné také vSechny vzorky (4 18 pl) a elektroforéza byla
spusténa (200 V, cca 60 min). Gel byl nasledné povaren ve vodé, obarven pomoci barviciho
roztoku a odbarven v horké vodé.

3.3.3.4 Denaturace, odstépeni histidinové kotvy TEV proteasou, renaturace

Elu¢ni frakce byly sloucCeny, roziedény denatura¢nim pufrem (5x, v pripadé FD6A ¢ast 10x),
preneseny do dialyzacni membrany Spectra/Por 1 (MWCO 6-8 kDa)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a denaturovany (4 °C, O/N) v denatura¢nim
pufru (1 1) za pomalého michani. Nasledné byla membrana pienesena do TEV pufru 1 (2 1)
a dialyzovana (4°C, 4 h) za rychlého michani. Po kazdé ptllhodiné byla membrana
kontrolovana na vznik agregatli a promichana.
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Po preneseni proteinu do TEV pufru 1 byl odebran vzorek na gel (preTEV), ptidana
TEV proteasa s histidinovou kotvou (6His-TEV) (250 U na 1 mg proteinu) (vlastni vyroba
laboratote) a smés byla inkubovana (30 °C, 90 min). Z této smési byl odebran vzorek na gel
(postTEV) a poté byla dialyzovana (4 °C, O/N) proti TEV pufru 2.

3.3.3.5 Subtraktivni IMAC

Kolona byla pripravena analogicky k 3.3.3.2 a kondiciovana TEV pufrem 2 z dialyzy. Roztok
proteind byl po odebrani vzorku na gel (preSAC) postupné nadavkovan a gravitacnim
pritokem skrz kolonu byla ziskana celd nezachycena frakce (postSAC). Kolona byla
promyta za facilitace pumpou TEV pufem 2 z dialyzy (50 ml), sbirano bylo zvlast prvnich
10 ml (W1) a zbylych 40 ml (W2).

Frakce postSAC obsahujici kyZeny protein byla smisena s W1 a predbézné koncentrovana
pomoci koncentratoru Amicon Ultra 15 (MWCO 10 kDa) (Merck, Rahway, USA) centrifugaci
(2500-3500 RPM/850-1650x%g, 1-2 min intervaly, pak kontrola agregace a homogenizace
roztoku) na koncentraci proteinu cca 1 mg/ml (méreno spektrometricky z Azso na zatizeni
NanoPhotometer) (Implen, Mnichov, Némecko) v médu pro proteinova stanoveni pomoci
molarnich extenc¢nich koeficientt, viz Tabulka 12) a ponechana do dalsiho dne (4 °C).

Tabulka 12: Moldrni extencni koeficienty studovanych proteiniti pri 280 nm. Predikce online
ndstroje ProtParam (Gasteiger et al., 2005).

Protein | e [M™1-cm™1]
6His-PDZ3 | 1490

FD5A | 8480
FD6A | 8480
GA88 | 8480

Cely proces odstépeni histidinové kotvy byl rovnéz vizualizovan pomoci SDS-PAGE. Tento
proces probihal analogicky k3.3.3.3, pouze se vzorky nasbiranymi béhem procesu
denaturace, inkubace s 6His-TEV proteasou, renaturace a subtraktivni IMAC.

3.3.3.6 Vylucovaci chromatografie (SEC)

Pripraveny protein (cca 1 mg/ml, viz 3.3.2.5) byl dale koncentrovan do mnozstvi 4-10 ml
(cca 3-7 mg/ml dle nachylnosti k agregaci) pomoci koncentratoru Amicon Ultra 15
(MWCO 10 kDa, 2 000-3 500 RPM/850-1650xg, 30-120 s intervaly, pak kontrola agregace
a homogenizace roztoku).

Takto ziskany protein byl filtrovan filtrem Whatman (velikost pért 0,2 pm)
(Cytiva, Chicago, USA) a podroben automatické SEC separaci na koloné Superdex 75
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(Cytiva, Chicago, USA) (nastiik cca 2 ml, pratok 0,7 ml/min) na instrumentu pro rychlou
proteinovou kapalinovou chromatografii (FPLC) AKTA Pure Protein Purification System
(Cytiva, Chicago, USA) s UV detektorem (280 nm) a zachytem frakci a 1 ml, pfi niZ byl
zaroven preveden do PB pufru. Vjednotlivych frakcich byla spektrofotometricky pomoci
NanoPhotometeru (Implen, Mnichov, Némecko) stanovena koncentrace proteinu a vhodné
frakce byly alikvotovany a zamrazeny (-80 °C).

3.3.3.7 SDS-PAGE a MS frakci z SEC

Z chromatogramu (zavislost Azgo na pro$lém objemu) ze SEC (3.3.2.6) byly vybrany frakce
vykazujici nejvys$i koncentraci proteinu a ty byly podrobeny SDS-PAGE analogicky
k 3.3.3.3. Vybrany prouzek odpovidajici velikostné studovanému proteinu byl podroben
hmotnostné spektrometrické (MS) analyze (in gel digestion), a tak byla ovérena spravnost
jeho sekvence. MS analyza byla provedena skupinou Hmotnostni spektrometrie
UOCHB AV CR pod vedenim doc. RNDr. Josefa Cvacky, Ph.D. pomoci MALDI-TOF-MS analyzy
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
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3.3.4 Biofyzikalni charakterizace
3.3.4.1 Analyticka SEC

FD5A, FD6A byly natedény na koncentraci 0,5 mg/ml (30 pM), Ga88 na koncentraci
0,2 mg/ml (30 pM) a nasledné analyzovany metodou SEC na koloné Superdex 75
(Cytiva, Chicago, USA) (nastfik 0,5 ml, priitok 0,7 ml/min) na FPLC AKTA Pure Protein
Purification System (Cytiva, Chicago, USA). Pro kazdy z proteinti byly provedeny 3 analyzy.

3.3.4.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

FD5A, FD6A byly nafedény na koncentrace 1 mg/ml (60 pM) a 0,5 mg/ml (30 pM), GA88
bylo naredéno na koncentraci 0,5 mg/ml (70 pM). Koncentrace byly urceny
spektrometricky na NanoPhotometeru (Implen, Mnichov, Némecko). PDZ3 o koncentraci
0,5 mg/ml bylo ziskdno zfedénim poskytnutého zasobniho roztoku (0,7 mg/ml) v poméru
7:3 (zasobni roztok : PB pufr). Vzorky byly filtrovany filtry Whatman (velikost p6rt 0,2 um)
(Cytiva, Chicago, USA) a centrifugovany (13 500 RPM/17 000xg, 4 °C, 30 min).

Horni vrstva vzorku byla odebrana do kifemenné kyvety a zméfena pomoci instrumentu
Zetasizer Nano (Malvern Panalytical, Malvern, UK) (20 méreni 4 10 s, 20 °C). Pouzité vzorky
byly denaturovany v PB pufru s 8M mocovinou (4 °C, 72 h), renaturovany v PB pufru (4 °C,
4 h), upraveny na koncentraci cca 0,5 mg/ml, filtrovany a centrifugovany a znovu
podrobeny stejnému méreni.

3.3.4.3 Analyticka ultracentrifugace (AUC)

Byly pripraveny vzorky FD5A a FD6A o Azgo = 0,8 pri délce kyvety 1,2 cm (cca 1,2 mg/ml,
75 uM). Vzorek Ga88 byl pripraven o Azgo = 1 pti délce kyvety 1,2 cm (cca 0,6 mg/ml, 80 uM).
Vzorek 6His-PDZ3 byl pripraven Azso = 0,65 pii délce kyvety 1,2 cm (cca 4,5 mg/ml,
375 uM). Tyto vzorky byly pred mérenim prefiltrovany filtry Whatman (velikost poért
0,2 um) (Cytiva, Chicago, USA). Skenovani pro zjisténi absorpc¢niho maxima bylo provedeno
s FD6A na pristroji Optima AUC proti PB pufru (3 000 RPM, 180-780 nm). Nasledné byly
vSechny vzorky podrobeny analyze sedimentacni rychlosti na ultracentrifuze Optima AUC
(Beckman Coulter, Brea, USA) proti PB pufru (48 000, 30 000 a 15 000 RPM, 281 nm,
500 skent 4 60 s, 20 °C nebo 4 °C). Hustota (1,007 g/ml) a viskozita (1,59313 cP) pufru a
parcialni specifické objemy proteina (viz Tabulka 13) byly predikovany pomoci softwaru
Sednterp, verze 20130813 BETA (Laue et al., 1992), data byla nasledné analyzovana pomoci
softwaru Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000; Brown a Schuck, 2008) s pouzitim modelu
kontinualni distribuce sedimentac¢niho koeficientu c(S) a intervalem spolehlivosti 68 %
(10). Grafické zpracovani bylo provedeno softwarem GUSSI, verze 1.4.2 (Brautigam, 2015).
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Tabulka 13: Parcidlni specifické objemy (pri 4 °C) zkoumanych proteinii vypoctené pomoci
softwaru Sednterp, verze 20130813 BETA (Laue et al, 1992).

Protein | v, [ml/g]
6His-PDZ3 | 0,73081
FD5A | 0,74985
FD6A | 0,74980
Ga88 | 0,75953

3.3.4.4 Cirkularni dichroismus (CD)

FD5A, FD6A a Ga88 byly naredény na koncentraci 0,5 mg/ml a podrobeny CD analyze
(PB pufr, 20 °C, spektralni rozsah 195-280 nm, frekvence skenidi 10 nm/min, doba odezvy
8s, Sirka spektralniho pasu 1 nm, kyveta kifemenna o tloustce 0,05 cm, vyhodnoceni
v programu CDPro po korekci vychozich hodnot) (Sreerama a Woody, 2000). Analyzu
provedla RNDr. Lucie Bednarova, CSc, UOCHB AV CR na pfistroji J-815 CD
(JASCO, Tokyo, Japonsko).

3.3.4.5 Diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF)

FD5A, FD6A a GA88 byly naredény na zasobni roztoky o koncentraci 320 pg/ml, 160 pg/ml
a 80 pg/ml. Tyto byly smiseny s PB pufrem sbarvivem SYPRO Orange do konec¢né
koncentrace barviva 1:500 ¢i 1:1000 a koncentrace proteinu 40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 ug/ml
v triplikdtu. Méreni bylo provedeno pomoci pristroje qPCR cykléru qTOWER3/G
(Analytik Jena, Jena, Némecko) v teplotnim rozmezi 25 °C az 90 °C s inkrementem 1 °C
za 60 s amérenim fluorescence Ex/Em 492/610 nm. Dalsi méreni byla provadéna
s vyslednou koncentraci barviva 1:500 a proteini FD5A, FD6A, Ga88 20 pg/ml v teplotnich
rozmezich od 10 °C do 65-80 °C s inkrementem 1 °C za 60 s nebo 0,2 °C za 45 s (oktaplikat).
Ve stejném nastaveni byla provedena méreni v pritomnosti 1 % DMSO a také v pritomnosti
PBM JAM-A ve finalnich koncentracich 10 uM a 20 pM a 1% DMSO (triplikat). Teploty tani
pro vSechna stanoveni byly urceny pomoci online nastroje DSFworld (Wu et al., 2020).
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3.4 Vysledky a diskuse

3.4.1 Design a struktury proteinl FD5A a FD6A

V ramci této prace byly charakterizovany dvé fize domén PDZ3 Z0-1 a Ga88 propojené
rigidnim linkerem PAPAP, FD5A (forward, PDZ3-linker-Ga88) (viz Tabulka 14) a FD6A
(reverse, Ga88-linker-PDZ3) (viz Tabulka 15), pro které byla in silico predikovana
dynamicka alosterie (Kirubakaran et al.,, 2016). U podobnych fuzi, FD3A a FD4A4, stejného
ptivodu (Kirubakaran et al., 2016) sloZenych z PDZ3 a malé a-helikalni domény TrpCage
spojenych flexibilnim linkerem bylo pozorovano znacné mezidoménové ovlivnéni

(Bousova etal., 2021).

Tabulka 14: Sekvence a charakteristika FD5A pouZité v experimentdlni Cdsti této prdce.
Molekulovd hmotnost byla predikovdna online ndstrojem ProtParam (Gasteiger et al., 2005).
PDZ3 (tmavé zelené), G488 (rudé), linker (Cerné), histidinovd kotva (tmavé modre), vektorovd
sekvence (Sedivé), signdini sekvence (svétle modre), stépnd sekvence pro TEV proteasu

(oranzové).
Protein Pocet rezidui M, [Da]
6His-FD5A 175 ‘ 19 264,15
5 10 15 20 25 30 35 40
MGSSH HHHHH SSG EN LYFQ MK LVKFR
45 50 55 60 65 70 75 80
KGDSV GLRLA GGNDV GIFVA GVLED SPAAK EGLEE GDQIL
85 90 95 100 105 110 115 120
RVNNV DFTNI IREEA VLFLL DLPKG EEVTI LAQKP APAPT
125 130 135 140 145 150 155 160
TYKLI LNLKQ AKEEA IKELV DAGIA EKYIK LIANA KTVEG
165 170 175
VWTLK DEILT FTVTE
FD5A 151 16 485,17
5 10 15 20 25 30 35 40
M KLVKF RKGDS VGLRL AGGND VGIFV AGVLE
45 50 55 60 65 70 75 80
DSPAA KEGLE EGDQI LRVNN VDFTN IIREE AVLFL LDLPK
85 90 95 100 105 110 115 120
GEEVT ILAQK PAPAP TTYKL ILNLK OQAKEE AIKEL VDAGI
125 130 135 140 145 150 155
AEKYI KLIAN AKTVE GVWTL KDEIL TFTVT E
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Tabulka 15: Sekvence a charakteristika FD6A pouZité v experimentdlni Cdsti této prdce.
Molekulovd hmotnost byla predikovdna online ndstrojem ProtParam (Gasteiger et al., 2005).
PDZ3 (tmavé zelené), GA88 (rudé), linker (Cerné), histidinovd kotva (tmavé modre), vektorovd
sekvence (sedivé), stépnd sekvence pro TEV proteasu (oranZové).

Protein Pocet rezidui M, [Da]
6His-FD6A | 174 | 19008,81
5 10 15 20 25 30 35 40
MGSSH HHHHH SSG EN LYFQOG GGTTY KLILN
45 50 55 60 65 70 75 80
LKQAK EEAIK ELVDA GIAEK YIKLI ANAKT VEGVW TLKDE
85 90 95 100 105 110 115 120
ILTFT VTEPA PAPMK LVKFR KGDSV GLRLA GGNDV GIFVA
125 130 135 140 145 150 155 160
GVLED SPAAK EGLEE GDQIL RVNNV DFTNI IREEA VLFLL
165 170 175

DLPKG EEVTI LAQK

FD6A 145 15677,16
5 10 15 20 25 30 35 40
GGGTT YKLIL NLKQA KEEAI KELVD AGIAE KYIKL IANAK
45 50 55 60 65 70 75 80
TVEGV WTLKD EILTF TVTEP APAPM KLVKF RKGDS VGLRL
85 90 95 100 105 110 115 120
AGGND VGIFV AGVLE DSPAA KEGLE EGDQI LRVNN VDFTN
125 130 135 140 145

ITREE AVLFL LDLPK GEEVT ILAQK

Z téchto primarnich struktur proteini FD5A a FD6A byla predikovana jejich sekundarni a
terciarni struktura pomoci online nastroje ColabFold (Mirdita et al, 2022) pracujiciho
na bazi algoritmu AlphaFold2 organizace Google DeepMind. Tento nastroj se stal velmi
oblibenym po rezolutnich vyhrach v CASP13 a 14 zejména diky své presnosti. Pracuje
na principu umélé neuronové sité shlubokym ucenim a koevolu¢ni analyzy
(AlQuraishi, 2019; Baek et al.,, 2021).

Z predikovanych struktur (viz Obr. 9) se zd3, Ze oba proteiny nabiraji v prostoru relativné
podobné konformace (viz Obr. 10), FD5A je vSak kompaktnéj$i. Ani jeden z modell
nepoukazuje na vyznamné mezidoménové interakce mezi PDZ3 a Ga88, coz je
pravdépodobné dano uZzitim rigidniho linkeru. Zajimavy faktem je, Ze Ga88 v modelu FD6A,
nikoliv v§ak FD5A, ziskava strukturu Gg88. Zda se jedna o efekt tandemové proteinové fuze
na konformaci, ¢i pouze chybu predikéniho algoritmu, musi byt determinovano
experimentalné.
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Obr. 9: Predikované struktury studovanych fiizi. A: FD5A. B: FD6A. Vytvoreno pomoci softwaru
PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schrédinger, LLC.

Obr. 10: ProloZeni modelii FD5A (oranZové) a FD6A (Zluté) (sekvencni alignment PDZ3).
Vytvoreno pomoci softwaru PyMOL Molecular Graphics System, Verze 2.4.1, Schrddinger, LLC.
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3.4.2 Transformace E. coli

Zakoupenymi plazmidy pET15b_FD5A a pET15b_FD6A byly transformovany bunky E. coli
BL21(DE3) a TOP10 dle standardniho laboratorniho postupu. Je zahodno vysvétlit, Ze
zatimco E. coli BL21(DE3) je kmen primarné urc¢eny k proteinové expresi (Casto pravé s pET
plazmidy s T7 promotorem) diky sniZené proteolytické schopnosti (deficit proteas Lon
a OmpT) (Gopal a Kumar, 2013), E. coli TOP10 byly vyvinuty ptimo ke klonovani plazmidi
(dle informaci poskytovanych vyrobcem) a za témito ucely byly vyuzity také v této praci.
Existuje samoziejmé celd rada alternativ ke kmendim BL21(DE3) (napt. RIL) i TOP10
(napt. XL-1 Blue), vybér by se povétSinou mél tidit zvolenou metodou transformace
a specifickymi naroky proteinu (Chan et al,, 2013; Gopal a Kumar, 2013).

3.4.3 Priprava plazmidu pro expresi Ga88

Plazmid pro expresi Ga88 nebyl, na rozdil od plazmidd pET15b_FD5A a pET15b_FD6A,
zakoupen, nebot jej lze pripravit vloZzenim terminacnich kodonti do pET15b_FD6A, a to
pomoci metody PCR. Tato metoda je jednou znejrozsirenéjSich technik molekularni
biologie, nebot’ nabizi moznost exponencialni in vitro amplifikace templatové DNA, nutna je
vSak predchozi znalost jeji sekvence. S touto informaci mohou byt navrzeny vhodné
primery, vymezujici amplifikovany usek a slouZici jako pocatek polymerace
(Rahman etal, 2013). Paklize se tyto primery jen mirné odliSuji od sekvence
komplementarni k templatu, jsou tyto odliSnosti do amplifikovanych molekul zapracovany
(viz Obr. 11), v ¢emZ spociva princip mutageneze pomoci PCR (Hemsley et al., 1989).

TG TGA
[~ _TEV-cs T
A - ™ GA88 [ PDZ3
His-Tag linker
TG TAATAA TGA
™~ TEV-cs U e
B - ™ GA88 PDZ3
His-Tag linker

Obr. 11: Zndzornéni procesu mutageneze pET15b_FD6A pomoci PCR. A: Usek genu pro FD6A
pred PCR (pET15b_FD6A). B: Stejny tsek po PCR (pET15b_G488). Start kodon (ATG), tisek
kodujici histidinovou kotvu (His-Tag) modre, misto Stépeni pro TEV proteasu (TEV-cs) hnéde,
G488 doménu Cervené, linker Sedivé a PDZ3 doménu zelene; terminacni kodony (TGA, TAA).
Sipky pod diagramy ukazuji rozsah translace takového genu. Zpracovdno pomoci softwaru
DOG 2.0 (Ren et al.,, 2009).
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Pro tento ptipad byly proto designovany primery Fw (z angl. forward) a Rv (z angl. reverse)
(viz Tabulka 16) dosedajici v misté napojeni Ga88 klinkeru, v nichZ byly ptitomny dva
terminacni kodony (TAATAA, resp. TTATTA).

Termina¢ni kodon TAA patii vedle TGA knejoblibenéjSim (oba pouzité v této praci,
viz Obr. 11), hojné zastoupenym v genomu E. coli. Volba terminac¢nich kodont zavisi vsak
také na bazi tento kodén nasledujici. Zatimco kombinace TAA-T je extrémné efektivni
v terminaci translace (cca 80 %), TAA-C, ktera by vznikla vnesenim pouze jediného TAA,
patii do skupiny signifikantné méné ucinnych (cca 30 %) (Poole et al.,, 1995). Zdvojeni
terminacnich kodoni ma v tomto pripadé tedy dvoji benefit - v ptipadé chyby primarni
terminace existuje pojistka ve formé terminace sekundarni, ale i zavedeni znac¢né efektivni
TAA-T sekvence, ktera chybovost vyrazné snizuje.

Vzhledem kvysokému podilu guaninovych a cytosinovych bazi vobou primerech se
iteplota tani primert pohybovala velmi vysoko (cca 85 °C). Vyuziti téchto teplot
pti hybridizaci samoziejmé neni mozné (maximum doporucené vyrobcem Q5 je 72 °C)
(New England BioLabs Inc., 2023), proto bylo pripraveno nékolik vzorkil a kazdy byl
hybridizovan pfi jiné teploté (gradient od 62 do 72 °C).

Tabulka 16: Strukturni a biofyzikdlni popis primeri pouZitych pro mutagenezi (Fw, Rv)
v porovndni s vychozi sekvenci (FD6A). Useky kédujici strukturni komponenty jsou vyznaceny
barevné: cervené G488, sedivé PAPAP linker, zelené PDZ3. Terminacni kodony tucné. Teplota
tdni a zastoupeni guaninovych a cytosinovych bdzi (GC) byly spocteny pomoci online ndstroje
NEB Tm calculator (tmcalculator.neb.com).

FD6A | - CCCTGAAGGACGAAATCCTGACCTTTACCGTTACCGAG Tm GC

[°C]  [%]

Fw | GTTACCGAGTAATAA 85 60
Rv TTATTACTCGGTAACGGTAAAGGTCAGGATTTCGTCCTTCAGGG | 84 56

V PCR probiha amplifikace DNA enzymaticky, pomoci DNA polymeras (obdobné jako
in vivo), pricemz téchto enzymii je Siroce vyuzivano hned nékolik. Mezi nejlevnéjsi, ale také
nejméné spolehlivé varianty se fadi DNA polymerasa z Thermus aquaticus
(Taq polymerasa), hojné vyuzivana v napt. rutinnich testech; jeji chybovost se odhaduje
na 1-20x10-5 chyb na bazi za duplikaci. Dnes vSak existuje rada alternativ, napf. polymerasy
Deep Vent, Phusion, Pfu ¢i KOD, nabizejici fadové vyssi spolehlivost. Q5 polymerasa, pouZzita
v této praci, se vSak v soucasnosti radi do samého cela s chybovosti vice nez 250x nizsi nez
Taq polymerasa, proto je i pres vyssi cenu idealni pro delikatnéjsi amplifikace, kde existuji
vzhledem Kkdal$im zamérim se vzorkem vysoké naroky na sekvencni spravnost
(Potapov a Ong, 2017; Mclnerney et al,, 2014).

Po probéhnuti PCR reakce bylo nutné odstranit vychozi plazmidovou DNA, ktera terminacni
kodony neobsahuje. Za timto tuUcCelem byla pouzita Dpnl restriktasa, protein
Diplococcus pneumoniae, ktery S$tépi methylovanou DNA v mistech G-AMe-T-C v obou

57


https://tmcalculator.neb.com/#!/main

fetézcich (Lacks a Greenberg, 1977). Tento enzym byva pro tyto ucely vyuzivan, nebot je
s to Stépit vylucné DNA, kterd se v minulosti nachazela v buiikdch (oznaceni methylaci
na adeninu) (Shenoy a Visweswariah, 2003). Ziskanou smési mohly byt nasledné
transformovany E. coli bez rizika, Ze dojde ke vzniku smési produkujici FD6A i G488.

Plazmid byl ztransformovanych bunék znovu izolovan, aby mohla byt ovérena jeho
sekvence, tj. uspéSnost PCR mutageneze a transformace. Toto stanoveni provedla
spole¢nost Eurofins se dvéma vzorky (pro sekvenovani v obou smérech) plazmidu z kazdé
hybridizacni teploty. Ackoliv se vypocetné stanovenda optimdalni hybridiza¢ni teplota
pohybovala vyrazné vySe neZ pouzité teploty (viz vyse), sekvenéni spravnost (pritomnost
dvou terminac¢nich kodonti) vykazovaly vzorky ze vSech teplot gradientu 62-72 °C. Pro dalsi
praci byly pouzity bunky s pET15b_Ga88 ptipravenym pii teploté hybridizace 64 °C.
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3.4.4 Purifikacni proces FD5A, FD6A, Ga88

Purifikace proteind predstavuje Kriticky krok charakterizacniho procesu - je zasadni
protein ziskat v optimalni kvalité i kvantité pro dalsi vyuziti biofyzikalnimi metodami.
Pro purifikaci FD5A, FD6A a Ga88 v této praci byl pouZit protokol publikovany
v Kirubakaran et al., 2016 (viz 3.3.2 a 3.3.3), nebot se v minulosti prokazal jako vhodny pro
jiné fizni proteiny s PDZ doménou (Kirubakaran et al., 2016; BousSova et al., 2021).

Uvolnéni proteinti z bunék probihalo sonikacni lyzaci bunécné kultury za pritomnosti
lysozymu a detergentu a naslednou centrifugaci lyzatu. Lyzace mize byt provadéna mnoha
mechanickymi, chemickymi a biologickymi ptistupy, nebo jejich kombinacemi, ptricemz
kazdy pristup ma své vyhody a nevyhody, miize produkovat nizs$i vytézZky proteinu
(napt. enzymaticka lyze, lyze detergenty), byt pomalejsi (alkalicka lyze) nebo poSkozovat
citlivéjsi proteiny (tepelna lyze, lyze detergenty, tlakovymi homogenizatory). Sonikace
(také nazyvana ultrasonicka kavitace) je zna¢né univerzalni metoda umoziujici ve velkém
méritku lyzovat prakticky jakékoliv kultury. Ackoliv je zpravidla provaddéna za intenzivniho
chlazeni, existuje zde nebezpeci poskozeni velmi citlivych proteinti a v pripadé setrvani
exprimovaného proteinu v bunéc¢nych zbytcich (po centrifugaci tvorici peletu) miize byt
obtiZné tyto proteiny dale purifikovat (Shehadul Islam et al., 2017).

Ziskany roztok proteind byl podroben IMAC, a to s vyuzitim N-terminalni histidinové kotvy
(tzv. His-Tag, sekvence GSSHHHHHHSSG), v moderni molekularni biologii velmi
favorizované peptidové kotvy s afinitou k bivalentnim ionttm. Tyto ionty (Cu?+, Zn2+, Co?+,
nejcastéji Ni2+) jsou upoutdny chelata¢nim ligandem (iminodioctova kyselina - IDA, ¢astéji
nitrilotrioctova kyselina - NTA) k matrici (zpravidla agarosa) v separacni koloné
(Block etal,, 2009), kde jsou nasledné oddéleny promyvanim od nelistot a eluovany
imidazolem. Ac¢koliv existuje celd fada dalSich peptidovych znacek (MBP, GST, kalmodulin
vazajici peptid - CBP, epitop FLAG ad.) (Young et al., 2012) a piislusnych komercnich matric,
vysoka kapacita a nizké porizovaci ndklady (i za cenu horsi Cistoty) u IMAC s pouZzitim
histidinové kotvy vysvétluje jeji rozsirenost (Lichty et al., 2005).

Mala velikost histidinové kotvy je rovnéZ benefitem, nebot diky ni strukturu vétSiny
proteinii ovliviiuje jen zanedbatelné a nemusi byt pro charakterizaci odstépovana
(Carson et al., 2007). Nékteré proteiny oznacené touto kotvou se vSak mohou od nativnich
lisit, vykazovat pozménénou strukturu, sniZenou rozpustnost a enzymatickou aktivitu,
atoivzavislosti naumisténi kotvy (Woestenenk et al, 2004; Zhao a Huang, 2016;
Yeon et al,, 2014; Meng et al., 2015) (coz souvisi s jevy diskutovanymi v 1.3.1), proto se
nékdy pristupuje kjejimu odstranéni. Po odstépeni histidinové kotvy lze navic protein
znovu podstoupit IMAC (subtraktivni), kdy dojde k dalSimu piecisténi.

Odstépeni kotev Ize provadét chemicky, nicméné enzymaticky pristup je zde jednoznacné
preferovan z diivodu vyssi specificity a minimalizace risku denaturace a modifikace rezidui.
Pouzivané enzymy (proteasy, peptidasy) byvaji v praxi ¢asto opatieny stejnou kotvou,
kterou $tépi, a mohou tak byt efektivné eliminovany ze vzorku stejnou subtraktivni IMAC
jako odstépeny fragment kotvy (Arnau et al,, 2006; Nilsson et al., 1997). Vhodnych proteas
existuje Siroké spektrum (faktor Xa, enterokinasa, trombin, sortasa A, DAPasa ad.), kazda
nabizi unikatni misto Stépeni (z angl. cleavage site), také vSak unikatni vyhody a nevyhody.
Ve spojitosti s histidinovou kotvou se vSak nejcastéji skloiiuje proteasa viru leptané
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mozaiky tabdku (z angl. Tobacco etch virus - TEV) se stépnym mistem ENLYFQ*G/S pouzita
rovnéz v této praci, kterd je vysoce efektivni i selektivni a co do produkce nendroc¢na
(Arnau et al., 2006; Raran-Kurussi et al., 2017; Kapust et al., 2002).

Afinitni chromatografie (imunoafinitni chromatografie nebo IMAC) dnes jednoznac¢né mezi
metodami pro purifikaci rekombinantnich proteinti dominuje; odli§né piistupy (iontové
vyménna chromatografie - IEC, chromatografie hydrofobnich interakci - HIC - ad.) se
pouzivaji zfidka a zpravidla v kombinaci s IMAC. Tak tomu bylo i v této praci, kde po IMAC
nasledovala vylu€ovaci chromatografie (z angl. size exclusion chromatography - SEC, také
nazyvana gelova filtrace) na FPLC. Tento typ kapalinového chromatografu se vyznacuje
instrumentalni optimalizaci pro separaci biomolekul (oproti vysokoucinné kapalinové
chromatografii - HPLC - pouZziva nizsi tlaky, davkovani vétSiho mnoZstvi vzorku a méné
organickych rozpoustédel), pricemz principialné miize pracovat v nékolika mddech, véetné
pravé HIC, [EC a SEC. Posledni zminén4, pouZita v této praci, predstavuje casty findlni krok
purifikaci, umoziuje odstranéni zbytkovych kontaminantt separaci dle hydrodynamického
poloméru, oddéleni agregovanych ¢i oligomernich stavii a vyménu pufru. Na koloné vSak
dochazi krtedéni naneseného vzorku (3-5x) a jeji kapacita samoziejmé rovnéz neni
neomezend, proto se zpravidla pfed FPLC protein koncentruje (Madadlou et al., 2011;
Wingfield, 2015; Janson, 2011).

Cely purifikac¢ni proces byl vizualizovan pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Pomoci ni lze orientacné usuzovat
na Cistotu pripraveného proteinu, ale také jeho ptibliZznou velikost, nebot’ SDS zde funguje
jako denaturacni agens, ktery proptjcuje proteintim uniformni naboj, takZe jsou prostupem
skrz polyakrylamidovy gel v elektrickém poli déleny vyhradné na zakladé své molekulové
hmotnosti. Vyznacuje se instrumentdlni i manualni nenarocnosti, rychlosti provedeni
analyzy a nizkou cenou, coz z ni ¢ini jednu z nejrozsifené€jsich a nejpouZzivanéjsSich metod
biochemie. Alternativy pro ovérovani Cistoty proteind, jako kapalinové chromatografie
(vysokoucinna s obracenymi faizemi - RP-HPLC - nebo FPLC), DLS a MS se pouZivaji ziidka,
ve specifickych pripadech a Casto ve spojitosti se soucasnou charakterizaci. Detekce
absorbance (Azs0) po SEC, rovnéz pouzita v této praci, poskytuje paralelni data o Cistoté
a velikosti proteinu v konec¢né fazi purifikace (Rhodes a Laue, 2009).

Ovéreni sekvence proteinli bylo provedeno pomoci MS. Pro ovéreni identity proteint
se Casto pouzivd Western blot vyuZzivajici interakci antigen-protilatka; tato metoda vsak
nezpristupiiuje moznost ovéreni celé, ani vétSiny, primarni struktury izolovaného proteinu.
Zatimco v drivéjSich dobach se pro tyto ucely uZzivalo sekvenace Edmanovym
odbouravanim nasledujicim Western blot (Gevaert a Vandekerckhove, 2000), dnes je tato
technika prekondna metodami hmotnostniho otisku prstu peptidu (z angl. peptide mass
fingerprinting - PMF -, Caste¢né pokryti, hledani specifickych sekvenci) a sekvenace pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS, uplné pokryti sekvence). Prvnim krokem
téchto pristuptl je izolace jiz denaturovaného proteinu z elektroforetického (SDS-PAGE)
gelu, dale je pokracovano jeho enzymatickou fragmentaci (nejcastéji trypsinem), prisluSnou
MS analyzou a in silico evaluaci (Cottrell, 2011; Hjerng, 2006). V této praci byla sekvence
ovéirena metodou PMF, a to pomoci hmotnostniho spektrometru s matrici asistovanou
laserovou desorpci/ionizaci (MALDI) a analyzatorem doby letu (TOF), které se velmi Casto
vyuzivaji pravé pro analyzu biopolymert, nebot MALDI dokaze obstojné pracovat s roztoky
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pufri a soli a poskytuje velmi mékkou ionizaci a jakoZto technika zaloZena na pulzni bazi se
prirozené paruje S rovnéz pulznim analyzatorem, tj. TOF
(Gevaert a Vandekerckhove, 2000).

3.4.4.1 Purifikace rekombinantniho FD5A

Dle purifika¢niho protokolu pro fuzni proteiny (Kirubakaran et al.,, 2016) byl nejprve FD5A
s histidinovou kotvou (6His-FD5A) exprimovan v E. coli. Tyto kultury byly po inkubaci
lyzovany a po odstranéni bunécnych zbytkl byl ziskany roztok proteinti podroben IMAC
na Ni/IDA za zisku 20 elu¢nich frakci & 1 ml. V ramci celého procesu byly sbirany vzorky pro
SDS-PAGE: vzorek pelety se zbytky bunéc¢ného lyzatu (P), roztoku proteinii z bunécného
lyzatu (supernatant - SN), frakce tohoto roztoku prosSedsi skrz afinitni matrici
(flow-through - FT), frakce proteint uvolnénych pti promyvani této matrice (wash - W)
a nékteré elucni frakce (E3-E6, E8).

Z elektroforetického gelu (viz Obr. 12) se zd4a, Ze exprimovany rekombinantni 6His-FD5A
po lyzaci bunék dobie preSel do roztoku, nebot protein o velikosti 6His-FD5A (15-20 kDa)
se vyskytoval ve vysoké koncentraci v SN, nikoliv v§ak v P. Vazba na afinitni matrici byla
rovnéZ dostatecnd, jak napovida FT frakce, kde se protein zminéné velikosti vyskytuje
minimalné, a ackoliv ¢ast domnélého 6His-FD5A byla promyvanim odstranéna (viz W),
vSechny eluéni frakce vykazovaly vysoky vytéZek (v pripadé E4-6 dokonce takovy, Ze doslo
pti tepelné denaturaci k agregaci a zatuhnuti vzorkd, takze nemohly byt ani celé preneseny
na gel). Cistota proteinu v elu¢nich frakcich nebyla dokonala (kontaminanty cca 10, 37
a75kDa velké ad, jejich signaly jsou vSak amplifikoviny nanesenim velmi
koncentrovanych roztoki), nicméné majorita proteint vlastnich E. coli byla pomoci IMAC
od kyzeného proteinu s histidinovou kotvou oddélena. Pro zvySeni Cistoty by bylo nasnadé
optimalizovat potenci (koncentraci imidazolu) a mnozstvi promyvaciho pufru, nicméné
vzhledem k pritomnosti dalSich purifikacnich krokt, kterymi mohou byt necistoty
odstranény, lze IMAC povazovat za Gspésnou.
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Obr. 12: SDS-PAGE frakct purifikaéniho procesu FD5A. Zleva marker molekulovych hmotnost{
(M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou pritazeny vlevo), peleta lyzdtu bunécné kultury (P),
supernatant lyzdtu (SN), frakce na IMAC nezachycenych proteinii (FT), proteiny vymyté
promyvacim pufrem (W), 3. aZ 6. a 8. elucni frakce (E3-E6, E8).

Vzhledem k nezndmym vlastnostem zkoumaného fuzniho proteinu byly vSechny eluéni
frakce slouceny a Cast nafedéna 5x a Cast 10x denatura¢nim pufrem (u méné
koncentrovaného vzorku lze v ptipadé nestability ocekavat mensi nachylnost k agregaci
v klidovém stavu) (Treuheit et al., 2002). Dalsi kroky purifikace byly nasledné provadény
pro oba tyto vzorky paralelné. Po denaturaci byly vzorky inkubovany s 6His-TEV proteasou
pro odstépeni histidinové kotvy, renaturovany a 6His-TEV proteasa, nestépeny protein
a fragmenty histidinové kotvy byly odstranény subtraktivni IMAC. Tento proces byl rovnéz
vizualizovan na SDS-PAGE pomoci priibéZné odebiranych vzorki: pred pridanim 6His-TEV
proteasy (preTEV 5x, preTEV 10x), po inkubaci s 6His-TEV proteasou 90 min pii 30 °C
(postTEV 5x, 10x), po inkubaci s 6His-TEV O/N pfti 4 °C (preSAC 5x, 10x), frakce prosedsi
afinitni matrici pri subtraktivni IMAC (postSAC 5x, postSAC 10x ¢ast 1 a ¢ast 2).

Na elektroforetickém gelu (viz Obr. 13) je patrny rozdil v kompozici jednotlivych vzork?.
Pred pridanim 6His-TEV proteasy lze vobou vzorcich (preTEV 5x, 10x) pozorovat
prakticky cisty (kontaminanty viditelné na Obr. 12 nelze jiZ rozeznat vzhledem k fedéni)
vychozi{ protein o velikosti blizké 20 kDa (domnély 6His-FD5A), po inkubaci s 6His-TEV
proteasou lze pozorovat Cast tohoto proteinu zkracenou na cca 15 kDa (odStépena
histidinova kotva jiZ opustila gel), zbytek vychoziho proteinu (cca 20 kDa) a samoziejmé
také 6His-TEV proteasu (cca 25 kDa). Po dialyze ptes noc se jiz vychozi protein ve smési
v signifikantnim mnozstvi nevyskytoval. Po provedeni subtraktivni IMAC se jiz ve vzorcich
(postSAC 5x, 10x) nachazel ve detekovatelném mnozstvi pouze protein o velikosti
cca 15 kDa, coZ odpovida velikosti FD5A (16,485 kDa). Tento purifika¢ni krok lze tedy
rovnéZ povazovat za Uspésny.
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Obr. 13: SDS-PAGE procesu odstépeni histidinové kotvy FD5A pomoci TEV proteasy. Zleva
marker molekulovych hmotnosti (M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou prirazeny vlevo), ddle
vzorky 10x naredéné cdsti: pred priddnim proteasy (preTEV), po inkubaci (postTEV),
pred subtraktivni IMAC (preSAC) a po této IMAC, ¢dst 1 (postSAC:) a 2 (postSAC;); ndsledné
vzorky 5x naredéné (Cdsti: pred priddnim proteasy (preTEV), po inkubaci (postTEV), pied
subtraktivni IMAC (preSAC) a po této IMAC (postSAC).

Poslednim purifikacnim krokem bylo provedeni vylu¢ovaci chromatografie pro precisténi
a frakcionaci vzorki podle molekulové velikosti. Pii koncentrovani v koncetratorech
Amicon byly roztoky peclivé monitorovany, v oblasti filtratni membrany dochazelo
k akumulaci proteinu, coZ se projevovalo zvysSenim viskozity. Agregaci bylo predchazeno
resuspendaci. Takto bylo pripraveno 5x2 ml (3 z10x,2z 5x fedéné casti) roztoku
o koncentraci proteinu 4-6 mg/ml. Tyto vzorky byly postupné nadavkovany na FPLC
(5 separaci vmédu SEC) kde byly déleny a pievedeny do fosfatového (PB) pufru.
Dle ziskanych chromatogrami z detekce absorbance pii 280 nm (viz Obr. 14, kde byla data
vertikdlné transformovana tak, aby minimum jejich absorbance odpovidalo nule
avyjadreny tedy byly relativni absorbance) byly vkazdé separaci selektovany frakce
(sbirany po 1 ml, ¢islovani odpovida reten¢nimu objemu, kde byl sbér zapocat) s vysokou
koncentraci proteinu. Prvni separace (R1) byla poznamendna chybou pi#i kontrole
instrumentu - pti nanaSeni vzorku na kolonu doslo ke ztraté ¢asti produktu inikem malého
mnozstvi kapaliny ze systému z divodu nedostatecné tésniciho spoje, coZ je rovnéz
pric¢inou posunu chromatografického piku o cca 2 ml i sniZeni intenzity (viz Obr. 14).
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Obr. 14: Chromatogramy SEC separaci FD5A4, tj. zdvislosti relativni absorbance pri 280 nm
na reten¢nim objemu pro pét separaci (R1-R5) provedenych z ptivodnich koncentrdtii vzorki
redénych 5x a 10x.

Pro prvni dvé analyzy byla Cistota vybranych ziskanych frakci dale ovéfena pomoci
SDS-PAGE. Prvni separace byla provedena ze smésného koncentratu 10x, druha pak
z koncentratu 5x redéné casti. Vzhledem k tomu, Ze i ostatni separace byly provedeny
ze stejnych koncentratli, a to vkratkém casovém intervalu, lze u nich predpokladat
obdobnou kompozici odpovidajicich frakci. Ve vSech frakcich na elektroforetickém gelu
(viz Obr. 15) byl ptitomen kyzeny protein velikostné odpovidajici FD5A (cca 15 kDa)
v dobré cistoté. Rané frakce (9.-11. druhé separace, 11. a 12. prvni separace) prokazovaly
minimum kontaminantl a velmi vysoky podil domnélého FD5A, pozdéjsi frakce (12.-14.
frakce druhé separace) jiz obsahovaly vétsi nez zanedbatelné mnoZstvi mensich proteint
vpoméru ke kyZzenému analytu. Toto odpovidd rovnéz datim z chromatogramu, kde
lze pired hlavnim vrcholem i za nim pozorovat pribéh neodpovidaji rozlozeni dle Gaussovy
funkce. Tuto deformaci lze prisoudit pravé kontaminacim, potencialné také vysoké
koncentraci nadavkovaného vzorku (Hagel, 2011).

64



R2 R1
M F9 F10 F11 F12 F13 F14|F11 F12 F13

75 -
50
37

25
20

15 D S - g

10 ==

Obr. 15: SDS-PAGE frakci prvnich analyz FD5A pomoci SEC. Zleva marker molekulovych
hmotnosti (M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou prirazeny vlevo), ndsleduji frakce druhé (R2)
separace: 9. az 14. frakce (F9-R14), pak frakce z prvni (R1) separace: 11. az 13. frakce
(F11-F13).

Celkoveé bylo ze vSech péti separaci ziskdno 18 ml kvalitnich frakci s koncentraci v rozmez{
od 10 pM po 180 puM se sumarnim vytézkem proteinu cca 27 mg. MS analyza potvrdila
identitu proteinu pii zjisténi 98% shody se sekvenci FD5A (viz Priloha II). Ziskané frakce
byly rozdéleny na alikvoty, zamrazeny a slouZily dale jako zasobni vzorky pro biofyzikaln{
charakterizace FD5A.

3.4.4.2 Purifikace rekombinantniho FD6A

Exprese 6His-FD A v E. coli, izolace i IMAC probihaly shodné s postupem uvedenym
v 3.3.3a 3.4.4.1, rovnéz SDS-PAGE byla provedena se shodné ziskanymi vzorky z pribéhu
purifikace.

Z elektroforetického gelu (viz Obr. 16) se zd4, Ze ackoliv majorita zkoumaného proteinu
(velikost cca 20 kDa) presla ze zbytkl bunék v lyzatu do roztoku (SN), 1ze jej pozorovat také
v peleté. Tato skutecnost by mohla naznacovat horsi rozpustnost 6His-FD6A oproti
6His-FD5A, tvorbu inkluznich télisek nedodrZenim optimalnich podminek pti expresi, nebo
nedplnou lyzaci bunécéné kultury (Wingfield, 2015; Kane a Hartley, 1988;
Shehadul Islam et al.,, 2017). Ackoliv prvni z hypotéz se zda byt zpochybnéna pozorovanim
pti koncentrovani FD6A a FD5A (viz nize, 3.4.4.1), kdy FD6A vykazoval dobrou rozpustnost,
nemél by byt opomenut potencialni negativni vliv histidinové kotvy na rozpustnost popsany
u nékterych proteini (Woestenenk et al, 2004). Pfic¢inu tohoto jevu by vSak sjistotou
determinovala pouze dal$i experimentdlni prace. Kdyby bylo primarni motivaci
maximalizovat vytéZek purifikace, mohly by byt paralelné pouzity alternativni protokoly
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pro purifikaci proteinti z bunécné pelety (Wingfield, 2015), poptipadé zopakovani exprese
s jinou kotvou (Waugh, 2005), ziskany vytéZek byl vSak zhodnocen jako dostacujici.

Cast proteinu rovnéz prosla afinitni matrici bez interakce (FT), nebo byla vymyta
promyvacim pufrem (W). Nicméné jsou to elu¢ni frakce, kde 1ze pozorovat zna¢né mnozstvi
kyzeného proteinu (cca 20 kDa). Pritomné jsou, podobné jako v purifikaci FD5A,
kontaminanty (cca 75, 37, 25 a 15 kDa a mensi), nicméné vzorek je viditelné velmi
koncentrovany a relativni pomér kontaminant vic¢i proteinu o velikosti 6His-FD6A je

marginalni.
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Obr. 16: SDS-PAGE frakci purifikacniho procesu FD6A. Zleva marker molekulovych hmotnosti{
(M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou prirazeny vlevo), peleta lyzdtu bunécné kultury (P),
supernatant lyzdtu (SN), frakce na IMAC nezachycenych proteint (FT), proteiny vymyté

promyvacim pufrem (W), 3. aZ 6. a 8. eluéni frakce (E3-E6, E8).

Domnély 6His-FD6A byl dale 5x natfedén a denaturovan. Proces od$tépeni histidinové kotvy
byl vizualizovan na SDS-PAGE pomoci pribézné odebiranych vzorki: denaturovaného
roztoku pred pridanim 6His-TEV proteasy (preTEV), po inkubaci s 6His-TEV proteasou
90 min pii 30 °C (postTEV), po inkubaci s 6His-TEV O/N pii 4 °C (preSAC), frakce
nezadrzena na afinitni matrici pii subtraktivni IMAC (postSAC) a frakce vymyté TEV
pufrem 2 (W1, W2). Elektroforetické analyze byl podroben také filtrat koncentratoru
Amicon (Amicon FT) a koncentrované vzorky pripraveného proteinu (Final 1 a 2).

Na elektroforetickém gelu (viz Obr. 17) je, podobné jako u FD5A (viz 3.4.4.1, Obr. 13), zfejma
predikovana pfeména obsazeného proteinu. Domnély 6His-FD6A (cca 20 kDa) v preTEV
se po ptidani 6His-TEV proteasy (postTEV a preSAC) Stépi na fragment histidinové kotvy
(mensinez 10 kDa) a protein o velikosti cca 15 kDa, coz odpovida FD6A (15,485 kDa). Tento
protein byl, na rozdil od malého fragmentu a 6His-TEV proteasy, vroztoku zachovan
ptiprichodu afinitni matrici subtraktivni IMAC (postSAC, W1, W2). Zatimco prvni
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promyvani (W1) bylo s to z afinitni matrice uvolnit vyznamné mnoZstvi proteinu, ve vzorku
z druhého promyti (W2) byl protein uz silné ziedén. Z ¢asovych divodi nebyla tato frakce
dale koncentrovana, ackoliv pro maximalizaci vytéZku by to samoziejmé piedstavovalo
optimalni postup. Z gelu (Obr. 17) je rovnéz patrné, Ze pii koncentrovani nedochazelo
k prichodu kyZeného proteinu membranou do filtratu a Ze finalni koncentrat obsahuje
minimum kontaminaci, potencidlné vSak marginalni zbytek 6His-TEV proteasy (velikost
cca 25 kDa); mize vsak jiti o docela jiny protein podobné velikosti (srov. Obr. 16 a Obr. 17).
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Obr. 17: SDS-PAGE procesu odstépeni histidinové kotvy FD6A pomoci TEV proteasy
a ndsledného koncentrovdni. Zleva marker molekulovych hmotnosti (M, jednotlivé hmotnosti
vkDa jsou prirazeny vlevo), ndsleduje vzorek pred pridanim TEV proteasy (preTEV),
po inkubaci s timto enzymem (postTEV), pied provedenim subtraktivni IMAC (preSAC), frakce
nezadrZend na afinitni matrici (postSAC), frakce vymytd z afinitni matrici 10 ml TEV pufru 2
(W1), frakce vymytd z afinitni matrici dal§imi 40 ml TEV pufru 2 (W2), ddle filtrdt

z koncentrdtoru (Amicon FT) a koncentrované roztoky: 1 mg/ml (Final 1) a 2,5 mg/ml
(Final 2).

Pii koncentrovani v koncetratorech Amicon byly roztoky peclivé monitorovany
aresuspendovany, podobné jako u FD5A, nicméné se zdalo, ze FD6A efektu zvySovani
viskozity akumulaci proteinu v proximité membrany podléhd méné. Tuto autorovu
observaci vsak nelze povazovat za pravidlo, nebot existuje cela rada faktort, které agregaci
ovliviiuji (jako pritomnost exogennich kontaminantli, teplota, uspéSnost samovolné
renaturace atd.) (Wang a Roberts, 2018; Mahler et al., 2009; Kim et al., 1993), pricemz mezi
vzorky FD5A a FD6A mohla existovat nezohlednéna diference.
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Protein byl koncentrovan na 3x2 ml roztoku o koncentraci 4-7 mg/ml. Tyto vzorky byly
postupné nadavkovany na FPLC (3 separace v médu SEC) kde byly déleny a prevedeny
do PB pufru. Dle ziskanych chromatogramt z detekce absorbance pti 280 nm (viz Obr. 18,
vyobrazeny relativni absorbance) byly vkazdé separaci selektovany frakce s vysokou
koncentraci proteinu.
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Obr. 18: Chromatogramy SEC separaci FD6A4, tj. zdvislosti relativni absorbance pri 280 nm
na reten¢nim objemu pro tvi separace (R1-R3).

Tyto frakce byly podrobeny SDS-PAGE analyzam (viz Obr. 19), které ukazaly ve vSech z nich
protein o velikosti FD6A o velmi vysoké Cistoté, srovnatelné s FD5A. I v tomto pripadé lze
tvar neodpovidajici Gaussovu rozloZeni vysvétlit nedostate¢nym rozliSenim, vliv mize mit
rovnéZz vysoké mnozstvi silné koncentrovaného vzorku (Hagel, 2011).
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Obr. 19: SDS-PAGE frakci prvnich separaci FD6A pomoci SEC. Zleva marker molekulovych
hmotnosti (M, jednotlivé hmotnostiv kDa jsou pritazeny vlevo a vpravo), ndsleduji frakce prvni
(R1) separace: 8. aZ 13. frakce (F8-R13); pak frakce z druhé (R2) separace: 8. aZz 10. frakce
(F8-F10), marker molekulovych hmotnosti, frakce druhé separace (pokracovdni z predchoziho
gelu): 11. az 13. frakce (F11-R13); pak frakce z tieti (R3) separace: 8. aZ 13. frakce (F8-F13).

Celkove bylo ze vSech tfi separaci ziskano 8 ml kvalitnich frakci s koncentracemi v rozmezi
od 90 uM po 280 uM se sumdarnim vytézkem proteinu cca 22 mg. MS analyza potvrdila
identitu proteinu pfi zjisténi 100% shody se sekvenci FD6A (viz Priloha II). Ziskané frakce
byly rozdéleny na alikvoty, zamrazeny a slouZily dale jako zasobni vzorky pro biofyzikalni
charakterizace FD6A.

3.4.4.3 Purifikace rekombinantniho G,88

Exprese 6His-Ga88 V E. coli, izolace i IMAC probihaly shodné spostupem uvedenym
3.3.3a3.4.4.1, rovnéz SDS-PAGE byla provedena se shodné ziskanymi vzorky z pribéhu
purifikace.

Na rozdil od predeslych analytd, je u samostatné 6His-Ga88 z gelu (viz Obr. 20) patrné, zZe
prechazi zbunécného lyzatu do roztoku neochotné. V peleté (P) lze rozeznat velmi
vyznamny podil proteinu odpovidajicimu velikostné 6His-Ga88 (10 kDa), zatimco
v supernatantu je stejny protein zastoupen velmi slabé. Je nutné podotknout, Ze pouzity
purifikacni protokol (Kirubakaran et al, 2016) byl vyvinut a optimalizovan
(Bousova et al., 2021) pro purifikaci faznich proteinti s PDZ doménou a do této mnoziny
G488 nespada. Pouzité inkubac¢ni podminky, afinitni kotva, lyzacni technika i sloZeni pufri
tedy, jak je patrné, nejsou pro Ga88 idealni volbou. Vzhledem k ciliim této prace vSak musi
byt tato nedokonalost opomenuta.

Ackoliv se zd3, Ze supernatant (SN) obsahuje kyZeného proteinu pouze nepatrné mnozstvi,
v elucnich frakcich jej lze pozorovat ve vyznamné koncentraci. Patrné jsou vsak ale
i kontaminanty (cca 15, 25, 30 kDa ad.).
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Obr. 20: SDS-PAGE frakci purifikacniho procesu G.88. Zleva marker molekulovych hmotnosti
(M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou pritazeny vlevo), peleta lyzdtu bunécné kultury (P),
supernatant lyzdtu (SN), frakce na IMAC nezachycenych proteinii (FT), proteiny vymyté
promyvacim pufrem (W), 3. aZ 6. a 8. eluc¢ni frakce (E3-E6, E8).

Eluce byly sloucCeny, 5x nafedény a denaturovany. Proces odstépeni histidinové kotvy byl
vizualizovan na SDS-PAGE pomoci priibézné odebiranych vzork, shodné se Stépenim FD6A
(viz 3.4.4.2), vyjma W2. Elektroforetické analyze byl podroben také filtrat koncentratoru
Amicon (Amicon FT) a koncentrat ziskaného proteinu (Final).

Elektroforeticky gel (viz Obr. 21) potvrzuje Stépeni 6His-Ga88 TEV proteasou. Mezi vzorky
pred a po pridani TEV proteasy je patrné snizZeni velikosti z cca 10 kDa na cca 5 kDa, coz
odpovida GA88 (6 877 kDa). Zatimco prouzek 6His-TEV proteasy (cca 25 kDa) se ztraci
po subtraktivni IMAC, domnély Ga88 afinitni matrici zadrzen nebyl (srov. preSAC, postSAC).
Ackoliv spada G488 velikostné pod MWCO pouzitého koncentratoru (10 000 kDa), byl pri
danych otackach (2000-2500 RPM) filtrem zadrzovan (Amicon FT). Toto lze vysvétlit
faktem, Ze realné hodnoty MWCO se mohou pohybovat i vyrazné pod hodnotami
poskytovanymi vyrobcem (Kim et al., 1994; Hilal et al., 2007), Ga88 by se vSak rovnéz mohl
vyskytovat v oligomernich formdach. Koncentrat (Final) vykazoval pritomnost mnoha
kontaminantd (cca 25, 75 kDa ad.) vétSich neZ Ga88 vrelativné vysokém poméru
ke kyZzenému proteinu. Tento stav, ktery nebyl u FD5A ani FD6A pozorovan, je primym
disledkem nizkého vytézku Ga88 béhem izolace.
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Obr. 21: SDS-PAGE procesu odstépeni histidinové kotvy FD6A pomoci TEV proteasy
a ndsledného koncentrovdni. Zleva marker molekulovych hmotnosti (M, jednotlivé hmotnosti
vkDa jsou prirazeny vlevo), ndsleduje vzorek pred priddnim TEV proteasy (preTEV),
po inkubaci s timto enzymem (postTEV), pred provedenim subtraktivni IMAC (preSAC), frakce
nezadrzZend na afinitni matrici (postSAC), frakce vymytd z afinitni matrice 10 ml TEV pufru 2
(W1), ddle filtrdt z koncentrdtoru (Amicon FT) a koncentrovany roztoky o 1 mg/ml (Final).

Béhem koncentrovani v koncetratorech Amicon byly roztoky peclivé monitorovany
aresuspendovany, shodné jako u predeslych vzorki. Ga88 vtomto ohledu vykazovalo
vyrazné horsi vlastnosti nez fazni proteiny; zatimco FD5A i FD6A ochotné prekonavaly
hranici 3 mg/ml pri sticeni na 2500 RPM s promichanim po 60 s, Ga88 jen stézi
pri 2000 RPM sresuspendaci & 30 s. Vpripadé Ga88 jsou in vivo/in vitro vlastnosti
kompromisem se striktnimi kritérii, dle kterych byla této doména designovana (viz 1.2),
snizena rozpustnost a nachylnost k agregaci mliZe proto byt ¢astym nezadoucim efektem
podobnych in silico designti (He et al., 2008).

Protein byl koncentrovan na 2x2 ml roztoku o koncentraci cca 3 mg/ml. Tyto vzorky byly
postupné nadavkovany na FPLC (2 separace v mddu SEC), kde byly déleny a pirevedeny
do PB pufru. Dle ziskanych chromatogramt z detekce absorbance pti 280 nm (viz Obr. 22,
vyobrazeny relativni absorbance) byly v kazdé separaci selektovany frakce svysokou
koncentraci proteinu a ty podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE.
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Obr. 22: Chromatogramy SEC separaci G488, tj. zdvislosti relativni absorbance pri 280 nm
na reten¢nim objemu pro obé separace (R1, R2).

Na elektroforetickych gelech obou separaci (viz Obr. 23) je viditelné v prvnich frakcich
(F8-F11) silné zastoupeni kontaminantti, coZ koreluje s chromatogramy, kde lze pozorovat
dobie rozliSeny pik v této oblasti. Pozdéjsi frakce (F13-F16) se zdaji byt prakticky Cisty
protein odpovidajici velikostné Ga88, dililezité je vSak podotknout, Ze paklize by produkt
obsahoval kontaminanty mensi 5 kDa (napt. fragmenty), pro jejich vizualizaci by bylo tireba
uzit gelu s vyssi koncentraci polyakrylamidu.
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Obr. 23: SDS-PAGE frakci prvnich separaci Ga88 pomoci SEC. Zleva marker molekulovych
hmotnosti (M, jednotlivé hmotnosti v kDa jsou prirazeny vlevo), ndsleduje vzorek pred SEC
o koncentraci 1 mg/ml (Pre) a frakce prvni (R1) separace: 8. aZ 15. frakce (F8-R15), marker
molekulovych hmotnosti, ndsleduji frakce druhé (R2) separace: 8. a 10. az 17. frakce
(F8, F10-R17).

Celkové bylo z obou separaci ziskano 10 ml kvalitnich frakei s koncentracemi v rozmezi
od 25 uM po 110 pM se sumarnim vytéZkem proteinu cca 5,5 mg. MS analyza potvrdila
identitu proteinu pti zjisténi 100% shody se sekvenci Ga88 (viz Priloha II). Ziskané frakce
byly alikvotovany, zamrazeny a slouzily dale jako zasobni vzorky pro biofyzikalni
charakterizace Ga88.
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3.4.5 Biofyzikalni charakterizace FD5A, FD6A, Ga88 a PDZ3
3.4.5.1 Analyticka SEC

Jakjiz bylo predeslano drive (viz 3.4.4) metoda SEC se provadi pomoci FPLC instrumentace.
Radi se mezi kapalinové chromatografie, pricem# stacionarni fazi tvofi ¢asto dextran
zesitovany epichlorohydrinem (Separation Pharmacia Dextran - Sephadex) a mobilni fazi
zpravidla vodné roztoky na bazi pufri (pii pouziti organickych fazi pri zachovani principu
separace, napr. pro separaci polymert, se hovoii o gelové permeacni chromatografii)
(Hagel, 2011; O’Fagain et al,, 2011). Pro sledovani priibéhu separace miize byt pouZita cela
fada detek¢énich metod. Mezi nejCastéjsi patii UV spektrometrie (rovnéz v této praci,
zpravidla méreni absorbance pri 280 nm), IR spektrometrie, dynamicky rozptyl svétla,
viskometrie a hmotnostni spektrometrie (Barth et al., 1998; Hagel, 2011).

Kromé pouziti SEC pro precistovani (viz 3.4.4) a asistovani skladani (refoldu) proteint
(Freydell et al., 2010) ji Ize adoptovat i pro analytické Ucely, napt. pro stanovovani
orientacni molekulové hmotnosti (Andrews, 1964) a hydrodynamického poloméru
(La Verde et al., 2017; Kunji et al., 2008) studovaného proteinu, ale také napft. pro studium
protein-protein interakci (resp. druhého viridlniho koeficientu B; roztoku)
(Bloustine et al., 2003) a proteinové agregace (Fekete et al., 2014).

Proteiny FD5A, FD6A a Ga88 byly podrobeny vylucovaci chromatografii v nizkych
koncentracich (30 pM) za tucelem porovnani s markerem molekulovych hmotnosti
(Gel Filtration Standard, Biorad). Data ze tfi méreni pro kazdy protein byla zprimérovana,
normalizovdna a zanesena do grafu zavislosti absorbance (280 nm) na elu¢nim objemu
(viz Obr. 24).
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Obr. 24: Chromatogramy ASEC proteinti FD5A, FD6A a G.88 (priimér ze tri méreni pro kazdy
z proteinti, normalizovdno), vcetné elucnich objemii jednotlivych proteinii markeru
molekulovych hmotnosti (nad grafem, v kDa).
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Ptresné elu¢ni objemy (1), tj. maxima, pro jednotlivé proteiny byly stanoveny metodou
prvni derivace (viz Tabulka 17).

Tabulka 17: Vlastnosti studovanych proteint zjisténé ASEC. Elu¢ni objemy (V,), distribucni
koeficienty (K;), rozdeélovaci koeficienty (K,,), zddnlivé Stokesovy poloméry (Rs)
a molekulové hmotnosti globuldrniho ekvivalentu (M, 4) (Rs a My, 4 vypoctené z K, a Kg,, byly
shodné na uvedend dvé desetinnd mista).

Protein V, (o) [ml] K, Kuy  Rs[nm] M, 4 [kDa]
FD5A | 11,747 (0,034) 0,348 0,257 2,59 29,37
FD6A | 12,002 (0,128) 0,369 0,273 2,49 26,56
Ga88 | 14,449 (0,025) 0,570 0,421 1,74 10,14

Za predpokladu, Ze nejvétsi z proteinti standardu (cca 670 kDa) byl eluovan v mrtvém
objemu kolony (v souladu s vlastnostmi kolony poskytovanymi vyrobcem) (Cytiva, 2023),
zatimco nejmensi ze sloZek standardu (cca 1 kDa) predstavuje malou molekulu dobte
zadrzovanou ve stacionarni fazi, 1ze urcit distribu¢ni koeficient (K,;) jednotlivych proteint
(standard, vzorek) dle vzorce (La Verde et al., 2017):

)

kde V, predstavuje elu¢ni objem daného proteinu, I/, mrtvy objem kolony (tj. elu¢ni objem
slozky o velikosti 670 kDa, 7,5 ml) a V; objem stacionarni faze (tj. elu¢ni objem slozky
o velikosti 1 kDa, 19,7 ml, zmensSeny o mrtvy objem). Paralelné byly rovnéz vypocitany pro
vSechny proteiny rozdélovaci koeficienty (K,,,) dle vzorce (La Verde et al., 2017):

Ve = Vo
Ve —Vo

Koy =

kde V; je celkovy objem kolony dany vyrobcem (24 ml) (Cytiva, 2023). Na zakladé znamych
Stokesovych hydrodynamickych polomérd (Rg) a molekulovych hmotnosti jednotlivych
proteind standardu (La Verde et al, 2017; Talmard et al., 2007; Voisin et al., 1991;
Erickson, 2009) (viz Tabulka 18) byly sestaveny kalibra¢ni piimky (viz Obr. 25), tj. zavislosti
dekadického logaritmu Rg ¢i M,, na K4, resp. K,,,. Dosazenim do jejich linearnich regresi
byly ziskany hodnoty zdanlivych Stokesovych poloméri a molekulovych hmotnosti
globularnich ekvivalentd (tj. globularnich proteinti o shodném zdanlivém Stokesové
poloméru) FD5A, FD6A a Ga88 (viz Tabulka 17)
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Tabulka 18: Vlastnosti standardu pouZitého pro vypocet Stokesovych polomérii studovanych
proteinii. Molekulové hmotnosti slozek (M,,) a prislusné elu¢ni objemy (V,), distribucni a
rozdélovaci koeficienty (K, resp. K,,,). Stokesovy poloméry prevzaté z La Verde et al, 2017;
Voisin et al,, 1991, Erickson, 2009 a Talmard et al.,, 2007.

My, [kDa] V, [ml] Kq Kay Rs [nm]
669 7,5 0 0 8,6
158 8,0 0,041 0,030 51
43 10,1 0,213 0,158 3,05
17 13,1 0,459 0,339 1,9
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Obr. 25: Kalibracni primky pro stanoveni zddnlivého Stokesova poloméru a molekulové
hmotnosti globuldrniho ekvivalentu FD5A, FD6A a Ga88. A: Zdvislost dekadického logaritmu
Stokesova poloméru sloZek standardu na jejich distribucnim koeficientu. B: Zdvislost
dekadického logaritmu Stokesova poloméru sloZek standardu na jejich rozdélovacim
koeficientu. C: Zdvislost dekadického logaritmu molekulové hmotnosti sloZek standardu
na jejich distribucnim koeficientu. D: Zavislost dekadického logaritmu molekulové hmotnosti
sloZek standardu na jejich rozdélovacim koeficientu.
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Z analyz pomoci ASEC vyplyva, Ze fazni proteiny FD5A a FD6A maji podobny zdanlivy
Stokestiv polomér, cca 2,55 nm, coz odpovida globularnimu proteinu o velikosti
cca 27,5 kDa. Predikované velikosti FD5A a FD6A jsou vSak niZ$i (cca 16 kDa), lze tak
usuzovat, Ze terciarni struktura téchto fuzi je asymetricka, nebot v prostoru zaujimaji
z hydrodynamického hlediska stejny objem jako globularni proteiny o vétsi velikosti. Toto
koresponduje s molekularnimi modely predstavenymi vyse (viz Obr. 9), kde vykazuji oba
fazni proteiny cylindricky tvar. Jiné vysvétleni nekonzistence mezi predikovanou velikost{
proteind a velikosti globularnich ekvivalentu by mohlo byt, Ze se obé fuze vyskytuji
vdimerni podobé, vice globularni neZ proteiny standardu. Tato moZnost je vSak
nepravdépodobnd, nebot ani u G488, ani u PDZ3 Z0O-1 nebyl pozorovan proces dimerizace
(Alexander et al., 2007; He et al., 2008; Pan et al.,, 2011; Itoh et al., 1999) a vznik takto
kompaktniho dimeru u proteind s predikovanym asymetrickym tvarem se zpravidla
neocekava.

Stejnou logikou lze interpretovat i vysledky pro G.88. Na zakladé zdanlivého Stokesova
poloméru (1,7 nm) a velikosti globularniho ekvivalentu (10 kDa, predikovano 6,9 kDa) lze
usuzovat, Ze se jedna o mensi, vice globularni protein nez studované ftize. Toto odpovida
struktuie Ga88 (viz Obr. 7), kterd se jevi globularni.I vtomto ptipadé jde zcela jisté
o monomerni formu proteinu, vniZ se Ga88 vyskytuje podle literatury vyhradné
(Alexander et al., 2007; Alexander et al., 2009; He et al., 2008).
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3.4.5.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla je metoda pouzivana pro charakterizaci proteinli a nanocastic
pohybem ¢astic vroztoku, zavisi tak predevSsim na teploté, viskozité rozpoustédla
avelikosti Castice. Intenzitni fluktuace dana rozptylem je v c¢ase zaznamendavana
(tzv. autokorelacni funkce) a naslednymi matematickymi metodami prevadéna na cteni
ve vztahu k velikosti stanovované castice s vyuzitim translacniho difuzniho koeficientu (D;)
dle Stokesovy-Einsteinovy rovnice:

kgT
Ry = ———
611 20,w D¢
kde kz = 1,380649 - 10723 J /K je Boltzmannova konstanta, 173¢,, = 1,002 cP viskozita vody
pti  20°C a T =2935K je termodynamickd teplota odpovidajici 20 °C
(Stetefeld et al., 2016).

Analyze metodou DLS byly podrobeny vzorky FD5A, FD6A, Ga88 a PDZ3 vrlznych
koncentracich. Automatickou transformaci primarnich dat, tj. autokorela¢nich funkci
(viz Priloha III), pomoci metody analyzy kumulantG dle Koppela (Koppel, 1972) byly
ziskany intenzitni distribuce pro jednotlivd méteni (viz Obr. 26). Byl proveden i pokus
o zvySeni Cistoty mérenych vzorki pomoci denaturace (8M urea) a nasledné opétovné
renaturace (tzv. refold), ktery se neprokazal jako dspésny; dva dobte rozliSené piky, nativni
formy a agregatu, byly pritomny i v takto upravenych vzorcich.

Z intenzitnich distribuci (tj. zavislosti procentudlni intenzity I na hydrodynamické
velikosti D) vSech proteini byly spocteny hydrodynamické (Stokesovy) poloméry metodou
prvni derivace pro prvni z pikl (viz Tabulka 19).]Je nutno podotknout, Ze tyto poloméry jsou
vzhledem k snizené piesnosti metody analyzy kumulanti pro polydisperzni systémy
(tj. analyzy s neuniformni populaci ¢astic) spiSe orientacni a pro presnéjsi stanoveni by
musely byt pripraveny proteiny v lepsi Cistoté (Stetefeld et al., 2016).
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Obr. 26: Intenzitni distribuce (analyza kumulanti autokorelaéni funkce) jednotlivych
proteinii. A: FD5A, koncentrace 0,1 mg/ml (0,2x), 0,5 mg/ml, 1 mg/ml (2x) a refoldovany
0,5 mg/ml pri 20 °C. B: FD6A, koncentrace 0,5 mg/ml a refoldovany 0,5 mg/ml pri 20 °C
a1 mg/ml (2x) pri 4 °C. C: Ga88, koncentrace 0,5 mg/ml a refoldovany 0,5 mg/ml pri 20 °C.
D: PDZ3, koncentrace 0,5 mg/ml a refoldovany 0,5 mg/ml pti 20 °C.

Primarnim cilem tohoto stanoveni bylo vSak zjisténi Cistoty proteinovych vzorkd.
Z intenzitnich distribuci je patrné, Ze ve vSech vzorcich jsou ptitomny alespon dvé populace,
mens$i z pikGi zaujimajici zpravidla rozmezi 1-10 nm a nasledujici druhy, Siroky pik,
povétsSinou pokryvajici cely zbytek skaly (10-1000 nm). Matematické vyjadieni odchyleni
od idedlniho monodisperzniho systému (s jedinou populaci ¢astice) popisuje tzv. relativni
polydisperzita (%Pd), kterd se vmonodisperznich systémech pohybuje vhodnotach
docca20% (Lorber et al, 2012); vpredlozenych mérenich vsSak zpravidla
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piresahovala 90 %, coz dokazuje polydisperzni charakter vzorku. Pro dvé ze slozek takového
systému plati Rayleigho aproximace:

_100a°- N,
" a®-Ng+bbN,

kde I, je intenzitni distribuce slozky A o hydrodynamickém priiméru a ptritomné v poc¢tu N,
molekul a N, je poCet molekul slozZky B formy o velikosti b (Stetefeld et al., 2016).
Pro stanoveni Cistoty (poméru nativni formy - A - vii¢i agregatu - B) lze rovnici prepsat
takto:

Ny I, - b®
N, a®-(100-1,)

Aby bylo zajisténo, Ze vypoctena hodnota tohoto poméru bude nizsi, neZ redlna hodnota,
vykazujici jakykoliv intenzitni signal, které nasledovaly po piku nativni formy
(viz Tabulka 19).

Tabulka 19: Vysledky analyzy pomoci dynamického rozptylu svétla. Uvedeny hydrodynamické
poloméry (polovina naméreného hydrodynamického priiméru D, priimér) a minimdlni pomér
nativni formy viici agregdtu vypocteny dle Rayleigho aproximace (pouze z ptivodnich, nikoliv
z refoldovanych vzorkii).

Rg [nm] Min. N,: N,
FDSA| 2,39 | ~300:1(99,71 %)
FD6A | 2,87 | ~600:1(99.84 %)
Ga88 | 1,82 | ~180:1(99.22 %)
PDZ3 | 1,77 | ~120:1(99.48 %)

Pro dalsi analyzu na AUC jsou vhodné pouze vzorky, které maji Cistotu studované formy
(tj. nativni) nad 95 % (Schuck a Braswell, 2000; Cole et al., 2008), coz v tomto piipadé
spliiuji FD5A, FD6A i Ga88 (PDZ3 rovnéz, z praktickych divodi byl vsak pouzit jiny vzorek
s histidinovou kotvou).

Ackoliv vtéto praci bylo pouzito primarné pro oveéreni Cistoty vzorkdl, potencial DLS
pro kvalitativni analyzu a charakterizace proteini je vyznamné vyssi (napf. pro stanoveni
molekulové hmotnosti, pro studium termalni stability, ¢i studium skladani proteind),
muselo by v§ak byt adoptovano ve vétSim méritku (DLS screeningy). Nedostatky této prace
ve smyslu netuplného vyuziti tohoto potencialu by vsak mohly byt podnétem pro navazujici
vyzkum.
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3.4.5.3 Analyticka ultracentrifugace (AUC)

Analyticka ultracentrifugace, pribuzna Castéji vyuzivanéjsi separacni centrifugaci, vyuziva
prostup makromolekul roztokem zapiic¢inény plisobenim centrifugalni sily pti vysokych
otdckach k charakterizaci téchto makromolekul. Kdetekci prostupu jsou nasledné
vyuzivany spektroskopické metody (absorbance, fluorescence). AUC lze provadét dvéma
metodami - analyzou sedimenta¢ni rychlosti (hydrodynamicky pristup) a analyzou
sedimentalni rovnovahy (termodynamicky pristup). Zatimco sedimentacni rychlost je
urcovana zpravidla pri velmi vysokych otackach (15 000 az 60 000 RPM) v ramci hodin,
sedimentacni rovnovahu (bod, kdy je difuze perfektné vyvazena sedimentaci) pri nizsich
otackach (pod 15 000 RPM) v ramci nékolika dni. Obé l1ze dobfie aplikovat pro stanovovani
molekulové hmotnosti analytii, analyza rovnovahy je vsak v principu vtomto ohledu
presnéjsi, nebot’ ¢teni nezavisi na tvaru makromolekuly. Z analyzy sedimentac¢ni rychlosti
je vS§ak mozné ziskat radu dalSich podstatnych hydrodynamickych parametrd, piredevsim
sedimentacni koeficient, frik¢éni pomér a Stokestiv polomér (Laue a Stafford III, 1999;
Howlett et al., 2006; Lebowitz et al., 2009), proto byla pouzita v této praci.

Analyza sedimentacni rychlosti pomoci AUC byla provedena pro FD5A, FD6A, G488 i PDZ3.
Posledni zminény protein musel byt pouzit s histidinovou znackou (6His-PDZ3), nebot sam
0 sobé nevykazuje absorbanci pii 281 nm, ktera byla stanovovana, z diivodu absence
aromatickych aminokyselin (viz Tabulka 4). Vzhledem k nutnosti
dodrzeni doporucovaného absorp¢nimu rozsahu (Azso = 0,65 v 1,2 cm kyveté), musely byt
Ga88 i PDZ3 nanaseny v jinych koncentracich a absorbancich nez FD5A a FD6A.

Byly provedeny analyzy pti 48 000, 30 000 RPM pii 20 °C a 30 000 a 15 000 RPM pri 4 °C,
pricemZ nejlepSi distribuce pro FD5A a FD6A byly pozorovany pii 15000 RPM
a30 000 RPM, pro Ga88 a 6His-PDZ3 p1i 30 000 RPM, vSechny pii 4 °C (posuzovano z tvaru
absorpc¢ni kiivky a rezidualniho histogramu a bitmapy, viz Obr. 27).

Obr. 27: Priklady rezidudlnich bitmap a histogramu. A: Priklad vyrazeného méreni (FD5A,
48 000 RPM, 20 °C). Histogram (vpravo) neodpovidd rozloZeni podle Gausse. Bitmapa (vlevo)
vykazuje nerovnomeérné rozloZeni. B: Priklad pouZzitého méreni (FD5A, 15 000 RPM, 4 °C).
Histogram (vpravo) odpovidd Gaussovu rozloZeni. Bitmapa (vlevo) ukazuje rozloZeni
bez disturbanci. Zpracovdno pomoci softwaru Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000;
Brown a Schuck, 2008).
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Pomoci softwaru Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000; Brown a Schuck, 2008) byla data
pouzita v modelu kontinualni c(s) distribuce, ¢imz byly stanoveny molekulové hmotnosti
a frik¢ni pomeéry (f/fo) (viz Tabulka 20) vSech proteini a rovnéz vytvoreny grafy zavislosti
c(s) distribuce na sedimenta¢nim koeficientu pro vSechny proteiny (viz Obr. 28 a Obr. 29).

Tabulka 20: Sumarizace vlastnosti stanovenych analyzou sedimentacni rychlosti (4 °C,
15 000 nebo 30 000 RPM) pro jednotlivé proteiny. Experimentdlni molekulovd hmotnost (M),
standardizovany (voda, 20 °C) sedimentacni koeficient (szow) a frikéni pomeér (f/fs) byly urceny
pomoci softwaru Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000; Brown a Schuck, 2008), Stokesiiv
hydrodynamicky polomér (Rs) pomoci softwaru Sednterp, verze 20130813 BETA
(Laue et al, 1992).

Protein v [RPM] M, [kDa] f/fo Saow [S] Rs [nm]

FD5A 15000 16,3 1,41 1,45 2,48
FD6A 15000 15,3 1,40 1,42 2,41
FD5A 30000 16,6 1,45 1,43 2,52
FD6A 30000 15,3 1,42 1,41 2,46
Ga88 30000 7,5 1,37 0,96 1,53
6His-PDZ3 30000 12,6 1,27 1,47 1,95

Pro FD5A byla v métenich pri 15000 a 30 000 RPM stanovena molekulovd hmotnost
16,3, resp. 16,6 kDa, coz odpovida vypoctené hodnoté (16,5 kDa). Pro FD6A byla stanovena
molekulovd hmotnost na 15,3 kDa v obou analyzach, coZ rovnéz odpovida predikované
hodnoté (15,7 kDa). Pro Ga88 byla stanovena molekulova hmotnost 7,5 kDa, kterd rovnéz
relativné dobre odpovida predikované velikosti monomerni formy (6,9 kDa) a pozorovanim
z analytické SEC (viz 3.4.5.1). Velikost 6His-PDZ3 byla stanovena na 12,6 kDa, coZ témér
dokonale odpovida vypoctené hodnoté (12,5 kDa).
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Obr. 28: Zdvislost normalizované c(s) distribuce proteinii na sedimentacnim koeficientu.
A: FD5A pri 15 000 RPM, 4 °C. B: FD5A pri 30 000 RPM, 4 °C. C: FD6A pri 15 000 RPM, 4 °C.
D: FD6A pri 30 000 RPM, 4 °C. E: 6His-PDZ3 pri 30 000 RPM, 4 °C. F: G488 pri 30 000 RPM, 4 °C.
Zpracovdno pomoci softwaru GUSSI 1.4.2 (Brautigam, 2015).
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Frikéni poméry predstavuji pomeéry frik¢niho koeficientu proteinu fa frik¢niho koeficientu
fo hypotetické, dokonale kulové, pevné, inertni ¢astice pti pohybu rozpoustédlem, ktery je
dany vztahem odvozenym od Stokesova zakona:

fo = 6mnr, f = 6mnRs

kde r je polomér této hypotetické Castice, n viskozita rozpoustédla a Rg Stokestv
hydrodynamicky  polomér  proteinu (oficidlni  stranky  softwaru  Sedfit,
sedfitsedphat.github.io, Cole et al., 2008). Vyjadfuji tak odchyl od takové hypotetické ¢astice
(majici f/fo = 1) zplisobeny asymetrii, vrascitosti, deformaci a hydrataci proteinu, indikuji

tedy jeho tvar. Pro globularni proteiny se pohybuji hodnoty frik¢énich pomért kolem 1,05 az
1,3, pro fibrilarni a nestrukturované proteiny piresahuji 2 (Unzai, 2018; Garbett et al., 2010).
Jediny ze studovanych proteinti spadajicich do zminéného rozmezi pro globularni proteiny
je 6His-PDZ3, pro ktery byl stanoven frikéni pomér na 1,27. Toto odpovida krystalograficky
determinované struktuie (Nomme et al., 2011), kde 6His-PDZ3 zaujima znacné kulovitou
nativni konformaci. V literature nejsou frikéni poméry PDZ domén extenzivné popsany, je
vSak znamo, Ze frikéni pomér treti PDZ domény whirlinu, samotné i v komplexu s PBM
myosinu 15a, je 1,4 (Zhu et al., 2020). Je vSak nutné podotknout, Ze tato hodnota byla
zjiSténa v jiném pufru (Tris) a za jiné teploty (20 °C) i jinych otacek (42 000 RPM), proto je
konkluzivni srovnani s 6His-PDZ3 velmi obtiZné.

Frikéni poméry FD5A a FD6A se od sebe lisi minimalné, s f/fy ~ 1,43 pro FD5A a f/fo = 1,41
pro FD6A (priméry z méreni pti 15 000 a 30 000). Tyto hodnoty naznacuji, Ze oba proteiny
nabyvaji asymetrické prostorové konformace. Toto odpovida predikovanym strukturam
(viz Obr. 9), kde se oba fazni proteiny jevi jako valcovité, a rovnéZ koresponduje
s analytickou SEC, kde jsou FD5A i FD6A eluovany pied globularnim standardem
odpovidajici velikosti (viz Obr. 24). Obdobny frikéni pomér (1,37) vykazuje rovnéz Ga88,
rovnéZ molekula mirné podlouhlého tvaru dle NMR struktur (viz Obr. 7).

Integraci ktivky c(s) distribuce v softwaru Sedfit, verze 15.01b (Schuck, 2000;
Brown a Schuck, 2008) byly stanoveny sedimentac¢ni koeficienty standardizované pro vodu
pti 20 °C (viz Tabulka 20). Hodnoty sedimentacniho koeficientu na rozdil frik¢nich pomért
zohlednuji také nerovnomérnou hydrataci molekuly, dle Svedbergova vztahu:

_ Mw(l - 17t,0t,b)

s
Naf

kde sje sedimentacni koeficient, M., molekulovad hmotnost, ¥, parciadlni specificky objem
proteinu  pii teploté ~méreni, p hustota pufru pri teploté méfeni,
N, = 6,02214076 - 1023 mol-! Avogadrova konstanta a ffrikéni koeficient proteinu. Dal$im
prepoctem lze sedimentacni koeficient standardizovat pro vodné prostiedi pti 20 °C:

1—7pep MN2ow
1—Dy0p20w Nep

S2ow =S
kde s, je standardizovany sedimentacni koeficient, 1, j, viskozita pufru pri teploté méreni

a pyow = 0,998234 g/ml hustota vody pri 20 °C a 7,, parcialni specificky objem proteinu
pti 20 °C (oficialni stranky softwaru Sednterp, bitc.sr.unh.edu).
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Pro 6His-PDZ3 byla vypoctena hodnota s;q, = 1,47 S. Toto odpovida analogickym
méfenim v literature, kde se tyto koeficienty PDZ domén pohybuji v obdobnych hodnotach
(viz Tabulka 21).

Tabulka 21: Sedimentacni koeficienty riiznych PDZ domén, porovndni. Piivodni data
z nékterych zdrojii (*) prepocitdna z s na s, ,, pomoci software Sednterp, verze 20130813
BETA (Laue et al., 1992) dle uvedenych podminek.

Protein  Doména | Sz, [S] Zdroj Poznamka
70-1 PDZ3 1,47 Vlastni prace N-6His kotva
PTPN3 PDZ 1,5 (Genera et al., 2019) -
MLLT4 PDZ 1,5* (Zhu et al., 2022) -
MAST2 PDZ 1,59 (Delhommel et al., 2015) V komplexu
Whirlin PDZ3 1,3* (Zhu etal., 2020) Upraveny C-konec
MAST?2 PDZ 2,07 (Delhommel et al., 2015) Dimer
7Z0-1 PDZ2 2,17* (Zhu et al., 2022) Dimer

Standardizované sedimenta¢ni koeficienty FD5A a FD6A se od sebe vyznamné nelisi
(1,45 resp. 1,42 S v analyze pti 15 000 RPM a 1,43 resp. 1,47 S v analyze pti 30 000 RPM),
coz v kontextu podobnych frikénich pomérti naznaci analogické vlastnosti obou proteinti
ve smyslu velikosti, tvaru i hydratace. Tuto observaci lze vysvétlit velmi podobnym
aminokyselinovym sloZenim téchto proteint, blizkosti C-konce a N-konce PDZ3 domény a
rigiditou pouzitého linkeru, ktery muze stabilizovat tvar obou proteint. G488 ma vyrazné
nizsi sedimentacni koeficient nez predeslé proteiny (0,96 S), charakteristicky pro proteiny
o velikosti niZs$i nez 10 kDa (Fredericq, 1957; Khan et al., 2013; Liu et al., 2006).

Finalnim krokem bylo vypocteni Stokesova hydrodynamického poloméru (Rg) pomoci
softwaru Sednterp, verze 20130813 BETA (Laue et al., 1992). Hydrodynamicky polomér
predstavuje polomér hypotetické kulové castice o stejném frikénim koeficientu, jaky
vykazuje protein. Lze jej ziskat ze sedimenta¢niho koeficientu ¢i standardizovaného
sedimentacniho koeficientu:

Mw(l - ﬁtpt,b) _ Mw(l - 1720P20,w)R0

RS =
Ne,pSNa Ny foSz0w

kde R je tzv. ekvivalentni polomér (polomér bezvodé koule o objemu proteinu) dany v,
a M,, (oficidlni stranky softwaru Sednterp, bitc.sr.unh.edu).

Stokestv polomér 6His-PDZ3 byl stanoven na 1,95 nm. Toto rdimcové odpovida napft. datiim
PDZ domény proteinu Shank (2,1 nm) (Im et al, 2010) ¢i treti PDZ Dlg4 (1,8 nm)
(Salinas-Garcia et al., 2023; Murciano-Calles et al., 2014).

Stokesovy poloméry FD5A (2,48 resp. 2,52 nm) a FD6A (2,41 resp. 2,46 nm) nebyly,
podobné jako u friktnich pomért i sedimentacnich koeficientli vyznamné rozdilné,
konzistentné s observacemi z ASEC (viz Tabulka 4). Lze tedy vyvozovat, Ze tyto proteiny
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jsoui z hlediska hydrodynamiky velmi podobné. Toto zjisténi je v souladu s predchozimi
zjisténimi o charakteru analogicky pripravenych fiznich proteinti s PDZ3 a TrpCage, FD3A
a FD4A, které rovnéZ vykazovaly vyznamnou schodu v téchto charakteristikach, lisily
sevSak mirné flexibilitou proteinu (Sitkou piku) a schopnosti dimerizace
(BousSova et al., 2021). Podobné rozdily nebyly u FD5A a FD6A pozorovany (viz Obr. 29), je
vsak zahodno podotknout, Ze v této praci byly podrobeny analyze sedimentacni rychlosti
fazni proteiny pouze o jediné koncentraci, 75 uM (u FD4A byl pozorovan vyznamny podil
dimeru az pti 60 uM) a Ze v FD5A a FD6A jsou domény propojeny rigidnim linkerem
(v FD3A a FD4A flexibilnim) (Kirubakaran et al., 2016; BouSova et al., 2021).
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Obr. 29: ProloZeni grafii analyz sedimentacnich rychlosti FD5A a FD6A. A: Pri 15 000 RPM,
4 °C. B: Pri 30 000 RPM, 4 °C. Kromé artefaktii zptisobenych chybou fitu na zacdtku skdly (B)
nejsou patrné vyznamné rozdily.

Na zakladé experimentalnich dat ziskanych sedimentac¢ni analyzou byly rovnéz evaluovany
modely FD5A a FD6A predstavené v 3.4.1 (viz Obr. 9), a to predikci hydrodynamickych
velicin z téchto modeli in silico nékolika algoritmy - HYDROPRO, verze 10 (kompilace 54)
(Garcia De La Torre et al., 2000; Ortega et al, 2011), UltraScan III, verze 4.0 (6731)
(Demeler, 2005) a HullRad, verze 9 (Fleming a Fleming, 2018) (princip algoritmi
viz Priloha IV). VSechny stanovené hodnoty byly vloZeny do souhrnné tabulky
(viz Tabulka 22). Ztohoto porovnani se zda, Ze ackoliv FD6A patrné odpovida
predikovanému modelu (z hlediska hydrodynamickych charakteristik), FD5A se od néj
patrné slabé lisi. Zda se, Ze terciarni struktura FD5A miiZe byt méné kompaktni, nez
naznacoval model, s protahlym tvarem bliz§im FD6A.
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Tabulka 22: Srovndni experimentdlnich hydrodynamickych dat (Exp.) pro FD5A a FD6A z AUC,
DLS a ASEC a hodnot predikovanych riiznymi vypocetnimi ndstroji za vyuZiti riiznych modelii
a vypocetnich metod (viz text, PFiloha IV). Zpracovdno na zdkladé dat ze softwaru HYDROPRO,
verze 10 (kompilace 54) (Garcia De La Torre et al, 2000; Ortega et al, 2011), softwaru
UltraScan 1II, verze 4.0 (6731) (Demeler, 2005) a online ndstroje HullRad, verze 9
(Fleming a Fleming, 2018).

My [Da]  f/fo s[S] Saowl[SI  Rs[nm]

FD5A Exp.(AUC) 16300 1,41 0,89 145 2,48
(AUC) 16600 1,45 0,89 1,43 2,52

(DLS) - - - - 2,39

(ASEC) - - - - 2,59

UltraScan (ZENO) 16484 1,31 - 1,59 2,23
(GRPY) 16484 134 - 1,55 2,29

(SMI) 16484 131 - 1,59 2,23

(0-ZENO) 16484 135 - 1,54 2,30
(O-GRPY) 16484 138 - 1,51 2,34
HullRad 16488 134 - 1,55 2,28
HYDROPRO (1) - - 098 146 2,41
(2) - - 1,02 1,50 2,35

(4) - - 098 147 2,41

FD6A Exp. (AUC) 15300 1,40 0,86 1,42 2,41
(AUC) 15300 1,42 0,86 1,41 2,46

(DLS) - - - - 2,87

(ASEC) - - - - 2,49

UltraScan (ZENO) 15674 1,42 - 1,41 2,39
(GRPY) 15674 145 - 1,39 2,43

(SMI) 15674 142 - 1,42 2,37

(0-ZENO) 15674 145 - 1,38 2,43
(O-GRPY) 15674 1,48 - 1,36 2,48
HullRad 15679 137 - 1,47 2,29
HYDROPRO (1) - - 089 1,32 2,53
(2) - - 094 1,40 2,39

(4) - - 093 1,39 2,40
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3.4.5.4 Cirkularni dichroismus (CD)

Spektrometrie cirkularniho dichroismu je spektralni metoda zaloZena na rozdilné absorpci
levotocivého a pravotocivého cirkularné polarizovaného svétla vzorkem (tzv. elipticita). Je
vyuzivana pro studium struktury proteinti, nebot’ kazdy typ sekundarni struktury poskytuje
charakteristicky pribéh CD spektra v oblasti dalekého UV (180-240 nm) diky absorbanci
peptidovych vazeb, zatimco terciarni strukturu lze stanovovat pomoci elipticit v oblasti
blizkého UV (260-320 nm) diky aromatickym aminokyselindm (Kelly a Price, 2000;
Kelly et al., 2005).

Dal$im vyuzitim mohou byt denaturacni studie, kdy je sledovana zména sekundarni ¢i
tercidrni struktury se stoupajici teplotou, nebo pri postupném davkovani denatura¢niho
¢inidla (napf. mocoviny). Tuto metodu lze pouZzit napfr. za icelem optimalizace slozeni pufru
tak, aby v ném mél protein vyssi stabilitu i pro stabilitni charakterizace a urceni teploty
tani (obdobné jako diferencialni skenovaci fluorimetrie, viz 3.4.5.5) (Ranjbar a Gill, 2009).

Provedené méteni (viz Obr. 30) ukazuje, Ze fizni proteiny FD5A a FD6A vykazuji CD spektra
s negativnim maximem pii 209 nm, pribéhem velmi podobnd, coZ znac¢i podobnost
ve sloZzeni zhlediska sekundarnich struktur. Odpovida analogickym studiim fznich
protein FD3A a FD4A metodou CD v BouSova et al., 2021, kde se tyto dva rovnéz mezi
sebou odliSovaly pouze marginalné. Stanovené spektrum FD5A rovnéz tvarem relativné
dobie odpovidd predchozi publikované charakterizaci tohoto proteinu metodou CD,
porovnani je vSak ztizeno faktem, Ze tato byla provedena v jiném pufru a s nizsi koncentraci
proteinu (Kirubakaran et al.,, 2016).

— GA88
FDS5A
FDBA

®(degemZdmol™ )

-10000 A

-20000 -

-30000 - - - - -
200 210 220 230 240 250 260

vinova délka

Obr. 30: CD spektra (zdvislosti rezidudlni elipticity na vinové délce) v daleké UV oblasti
studovanych proteinii FD5A, FD6A a GA88.
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V kontextu dat z AUC, kde rovnéz nebyl patrny vyznamny rozdil mezi FD5A a FD6A se tedy
zd4, Ze oba proteiny jsou z hlediska tvaru a struktury extrémné podobné, bez predchozi
znalosti prakticky nerozliSitelné.

Pro dalsi evaluaci predikci struktury FD5A a FD6A provedenych pomoci nastroje ColabFold
(Mirdita et al., 2022) byla ztéchto struktur pomoci online nastroje PDBMD2CD
(Drew a Janes, 2020) predpovidana oc¢ekdvand CD spektra (princip algoritmu
viz Priloha IV) a nasledné byly kompozice sekundarni struktury FD5A a FD6A predikované
timto nastrojem a experimentalni data porovnana (viz Tabulka 23).

Tabulka 23: SloZeni sekunddrni struktury studovanych proteinti zjisténé z CD spekter pomoci
programu CDPro (Exp.) a predikované pomoci online ndstroje PDBMDZ2CD
(Drew a Janes, 2020) na zdkladé modelii struktur (Pred.).

a-helix ~ B-skladanylist otocka neusporadané

[%] [%] [%] [%]

FD5A  Exp.| 4373 11,3 16,1 29,3
Pred. | 41,7 22,5 8,0 27,8
FD6A  Exp.| 50,6 6,9 13,8 28,7
Pred. | 26,2 35,2 13,8 24,8
Ga88  Exp.| 657 4,6 8,5 21,2
Pred. | 64,3 0 7.1 28,6

Pred zabiednutim do extenzivnich interpretaci je nutné postulovat, Ze v tomto pripadé jsou
predikovana i experimentalni data spiSe orientacnimi hodnotami a jsou nejspiSe zatiZeny
znacnymi chybami. V pripadé predikovanych hodnot je chybovost dana piredevsim
nedokonalosti  empirickych  algoritm@, které nastroj PDBMD2CD vyuziva,
u experimentalnich dat mutze chybu ptinaset ¢astetnd denaturace a agregace (méreni
pti 20 °C), interference slozZek pufru (napf. soli) a potencialnich kontaminantt. Srovnanim
hodnot pro Ga88 se vSak zda, Ze se relativné dobie shoduji, a to mezi seboui s daty
popsanymi v literatuie (Morrone et al.,, 2011).

Ani mezi experimentdlnimi a predikovanymi hodnotami FD5A neni vyznamny rozdil,
z hlediska sekundarni struktury Ize tedy model FD5A povazovat za relativné vérny. FD6A
se vSak od predikované struktury lisi vice, zejména v poméru a-helixti a $-skladanych listt.
7da se tak, ze predikce softwaru ColabFold (Mirdita et al., 2022), Ze GA88 v této flzi nabira
konformaci Gg88, je s nejvétsi pravdépodobnosti mylna, snad diisledek nebyvalé sekvencni
podobnosti téchto dvou domén, kviili niZ je software neni s to dobre rozlisit.
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3.4.5.5 Diferenc¢ni skenovaci fluorimetrie (DSF)

Diferencialni skenovaci fluorimetrie (také TSA - thermal shift assay) je metoda vyuzivajici
gPCR instrumentaci ke studiu termalni stability (stanoveni teploty tani - T,,) a detekci
interak¢nich partnert proteint. Jeji vyhodou je kromé nenaro¢né instrumentace také fakt,
Ze na rozdil od napft. CD ¢iizotermalni titra¢ni kalorimetrie (metody vyuZivané pro podobné
ucely) je zde moznost screeningti mnoha vzorku v relativné kratkém c¢asovém intervalu,
acna ukor presnosti. Pii DSF je sledovana fluorescence lipofilniho barviva (casto
SYPRO Orange s excitaci pti vinové délce 488 nm a emisi v rozmezi 500-610 nm), ktera je
ve vodé zhasena, ale stoupa v lipofilnim prostiedi rezidui denaturovaného proteinového
hydrofobniho jadra (Niesen et al., 2007; Gao et al., 2020; Santiveri et al., 2017).

Pro FD5A, FD6A v PB pufru byly optimalni koncentrace proteinu a barviva SYPRO Orange
pro dal$i méfeni stanoveny na finalni redéni SYPRO Orange 1:500 a koncentrace proteinu
20 pg/ml optimaliza¢nim méfenim v nékolika kombinacich sloZeni smési (viz Pfiloha V).
S timto sloZenim byly provedeny dal$i analyzy (teplotni inkrement 0,2 °C za 45 sa 1 °C
za 60 s), pricemzZ kazdy protein byl analyzovan v oktaplikatu (viz Obr. 31 a Obr. 32). Teploty
tani (T,,) byly urceny pomoci online nastroje DSFworld (Wu et al,, 2020), ktery vyuziva
techniky prokladani experimentalnich dat do empiricky sestavenych modeld.
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A B T,
o
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42 39,98
100000 40 I
— 80000 38
I 36
o
60000 24
40000 32
30
20000
28 25,69
0 26 .
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 24
t [°C] 22
20
FD5A ——FD6A FD5A FD6A

Obr. 31: Vysledky analyzy pomoci DSF (teplotni inkrement 1 °C za 60 s). A: Priimérné krivky
tdni FD5A a FD6A (20 ug/ml) v PB pufru. B: Porovndni teplot tdni FD5A a FD6A s chybovymi
useckami.
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Obr. 32: Vysledky analyzy pomoci DSF (teplotni inkrement 0,2 °C za 45 s.). A: Priimérné krivky
tani FD5A a FD6A (20 ug/ml) v PB pufru. B: Porovndni priimérnych teplot tdni FD5A a FD6A
s chybovymi tseckami.

Zvysledka analyzy vyplyva, ze FD5A (T, = 40°C) a FD6A (T, = 25,7 °C) maji velmi
odliSnou teplotni stabilitu (v PB pufru), a to i pres velmi blizké sloZeni ve smyslu terciarni
a sekundarni struktury (viz 3.4.5.3 a 3.4.5.4). Toto pozorovani koresponduje se stanovenimi
teplotni stability fiznich proteini FD3A a FD4A (pomoci CD), které se od sebe rovnéz
z hlediska stability odliSovaly (T;,, = 46, resp. 59 °C) (BouSova et al,, 2021). Zda se tak, Ze
existuje urcité mezidoménové ovlivnéni ve studovanych proteinech FD5A a FD6A, ackoli
jeho podstata je zatim samozi'ejmé nejista.

Zda tato mezidoménova interakce miiZze ovlivnit funkci PDZ3 domény ve flzich FD5A
aFD6A zistava rovnéz otazkou, nebot nasledna stanoveni metodou DSF (teplotni
inkrement 0,2 °C za 45 sa 1 °C za 60 s) za pritomnosti PBM proteinu JAM-A (sekvence
PSPSPSTSSFLV) (viz Obr. 33) neprokazala konzistentné vyznamnou zménu teploty tani
proteind v pritomnosti tohoto potencidlniho ligandu (viz Obr. 33). Zda se vsak, Ze
pritomnost 1 % DMSO v roztoku FD5A i FD6A silné stabilizuje. Zdhodno by samozirejmé bylo
provést rozsahlejsi sérii testq, idealné v nékolika pufrech a za pouziti riznych potencialnich
ligandti (napt. PBM Cx45, ktery vykazuje silnéjsi interakci s PDZ3 nez JAM-A)
(Pan et al., 2011), popripadé citlivéjSich metod pro studium protein-ligand interakci jako
izotermalni titracni kalorimetrie (Santiveri et al.,, 2017).
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Obr. 33: Pritmerné teploty tdni FD5A a FD6A (20 ug/ml) v PB pufru, s 1 % DMSO, s 10 uM
JAM-A a 1 % DMSO a s 20 uM JAM-A a 1 % DMSO s chybovymi tiseckami. A: FD54, teplotni
inkrement 1 °C za 60 s. B: FD6A, teplotni inkrement 1 °C za 60 s. C: FD5A, teplotni inkrement
0,2 °C za 45 s. D: FD6A, teplotni inkrement 0,2 °C za 45 s.
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Zaver

V radmci této prace byly pripraveny geneticky modifikované bakterie E. coli, v nichZ byly
exprimovany proteiny FD5A, FD6A a Ga88. Tyto proteiny byly nasledné purifikovany
pomoci afinitni chromatografie, jejich histidinové znacky byly odstranény pomoci Stépeni
TEV proteasou a subtraktivni afinitni chromatografie. Finalni precisténi bylo provedeno
pomoci SEC. Cely proces purifikace byl vizualizovan pomoci SDS-PAGE a identita proteint
byla potvrzena pomoci MS. Fuze FD5A a FD6A jsou nové proteiny, piicemZ FD6A nikdy
predtim nebyl pripraven, presto jejich exprese a purifikace probéhly s vysokym vytézkem
bez nutnosti optimalizace protokolu.

Ziskané proteiny FD5A a FD6A byly nasledné poprvé charakterizovany pomoci nékolika
metod s cilem jejich vzajemného srovnani. Zatimco z analyz metodami stanovujicimi
sekundarni (CD) a terciarni strukturu (ASEC, DLS, AUC) se zdalo, Ze oba proteiny jsou
prakticky shodné, pomoci DSF bylo zjiSténo, Ze z hlediska termalni stability se FD5A a FD6A
velmi vyznamné lisi. Toto naznacuje, Ze mezi doménami existuje ovlivnéni, a to i pfes pouziti
rigidniho linkeru, ktery by mél zamezit pfimym interakcim mezi doménami.

Vhodné by tak bylo vramci navazujiciho vyzkumu porovnat tyto vysledky s analogicky
pripravenymi proteinovymi fizemi s napf. flexibilnim linkerem, Gg88 doménou, jinou PDZ
doménou, ¢i mutacemi v oblastech, které se pravdépodobné podili na dynamické alosterii,
stejné tak jako prozkoumat do detaild vzajemné ovlivnéni vazebnych vlastnosti obou
domén pomoci dalSich testli s JAM-A, popi. Cx45 na DSF ¢i ITC a nalezeni dal$ich, unikatnich
vazebnych partnerti kazdé fize, napt. metodou pull-down. Paralelné s témito testy by mélo
nadale pokracovat i molekularni modelovani téchto fuzi a hledani korelaci mezi in vitro
a in silico vysledky, které mohou ptinést lepsi porozuméni dynamické alosterii a napomoci
usnadnéni uspésného funkéniho designu dal$ich faznich proteint pro prakticka vyuziti.
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Priloha I

Protokol pro purifikaci plazmidové DNA pomoci komerc¢niho kitu High-Speed Plasmid Mini
Kit (Geneaid) poskytnuty vyrobcem kitu. Dostupné zZ:
https://www.geneaid.com/data/files /1605261423275877369.pdf

» Transfer 1.5 ml of cultured bacterial cells to a microcentrifuge tube.

Harvesting » Centrifuge at 14-16,000 x g for 1 minute then discard the supernatant.
« If using more than 1.5 ml of cultured bacterial cells, repeat the Harvesting Step.
Step 1 « Add 200 pl of PD1 Buffer (make sure RNase A was added) to the tube.

Re-suspension * Re-suspend the cell pellet by vortex or pipetting.

« Add 200 pl of PD2 Buffer (make sure any precipitates are dissolved).
« Mix gently by inverting the tube 10 times.
i NOTE: Do not vortex to avoid shearing the genomic DNA.
Lysis « Let stand at room temperature for at least 2 minutes (do not exceed 5 minutes).
NQOTE: This will ensure the lysate is homaogeneous.
« Add 300 pl of PD3 Buffer and mix immediately by inverting the tube 10 times.
NOTE: Do not vortex to avoid shearing the genomic DNA.
« Centrifuge at 14-16,000 x g for 3 minutes.
« Place a PD Column in a 2 ml Collection Tube.
Step 4 « Add the supernatant from Step 3.
DNA Binding « Centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds then discard the flow-through.
» Place the PD Column back in the 2 ml Collection Tube.

Step 2

Step 3
Neutralization

Optional: For Sequencing

1. Add 400 pl of W1 Buffer into the PD Column.

2. Centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds then discard the flow-through.

3. Place the PD Column back in the 2 ml Collection Tube.

4. Proceed with Wash Buffer addition.

« Add 600 pl of Wash Buffer (make sure ethanol was added) into the PD
Column then centrifuge at 14-16,000 x g for 30 seconds.

« Discard the flow through.

e Place the PD Column back in the 2 ml Collection Tube.

« Centrifuge at 14-16,000 x g for 3 minutes to dry the column matrix.

e Place the PD Column in a new 1.5 ml microcentrifuge tube.

If a higher DNA concentration is required, use 30 pl of Elution Buffer. If maximum DNA yield is
required, use 100 pl of Elution Buffer (DNA concentration will be diluted).
e Add 50 pl of Elution Buffer or TE into the CENTER of the PD Column matrix.
s Let stand for at least 2 minutes to allow the Elution Buffer or TE to be
Step 6
. completely absorbed.
DNA Elution « Centrifuge at 14-16,000 x g for 2 minutes to elute the purified DNA.
NOTE: Performing a second elution step will increase yield between 10-30%.
» Transfer the flow-through back into the CENTER of the PD Column matrix.
« Centrifuge at 14-16,000 x g for 2 minutes to elute the purified DNA.

Step 5
Wash

112


https://www.geneaid.com/data/files/1605261423275877369.pdf

Priloha II

Strucné vysledky MS analyz FD5A, FD6A a Ga88. Soucasti jsou testované sekvence proteint
vCetné nedetekovanych mist (Cervené), specifické sekvence, které byly stanoveny a jejich
modifikace, pocet detekci (tzv. #PSMs) a pozice ve vychozi sekvenci, kterym odpovidaji.

FD5A
GHMLEGSHMI LRPSMKLVKF RKGDSVGLRL AGGNDVGIFV AGVLEDSPAA KEGLEEGDQI LRVNNVDFTN
IIREEAVLFL LDLPKGEEVT ILAQKPAPAP TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAGIAEKYI KLIANAKTVE
GVWTLKDEIL TFTVTE

Detekovana sekvence Modifikace Pocet Pozice
[K] .DEILTFTVTE. [-] - 6 147-156
[K] .EEAIKELVDAGIAEK. [Y] - 34 114-128
[K] .EEAIKELVDAGIAEKYIK. [L] - 3 114-131
[R] .EEAVLFLLDLPK. [G] - 11 74-85
[R] . EEAVLFLLDLPKGEEVTILAQKPAPAPTTYK. [L] - 2 74-104
[K] .EGLEEGDQILR. [V] - 20 52-62
[K] . EGLEEGDQILRVNNVDFTNIIR. [E] 1xDeamid. [N13] 1 52-73
[K] . EGLEEGDQILRVNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPK. [G]  ]xDeamid. [N/Q] 4 52-85
[K] .ELVDAGIAEK. [Y] - 18 119-128
[K] .ELVDAGIAEKYIK. [L] - 4 119-131
[K] .ELVDAGIAEKYIKLIANAK. [T] - 4 119-137
[K] . FRKGDSVGLR. [L] - 24 20-29
[K] .GEEVTILAQKPAPAPTTYK. [L] - 32 86-104
[K] .GEEVTILAQKPAPAPTTYKLILNLK. [Q] - 6 86-110
[-]1.GHMLEGSHMILRPSMK. [L] - 11 1-16
[-]1.GHMLEGSHMILRPSMK. [L] 1xOxidace [M] 28 1-16
[-].GHMLEGSHMILRPSMK. [L] 2x0xidace [M] 21 1-16
[-].GHMLEGSHMILRPSMK. [L] 3x0xidace 27 1-16

[M3; M9; M15]

[R] .KGDSVGLR. [L] - 17 22-29
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPARK. [E] - 13 30-51
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAK. [E] 1xDeamid. [N5] 2 30-51
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILR. [V] . 15 30-62
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILR. [V] 1xDeamid. [N5] 1 30-62
[K] .LILNLK. [Q] - 12 105-110
[K] .LILNLKQAK. [E] - 1 105-113
[K] . LILNLKQAKEEAIK. [E] - 24 105-118
[K] . LILNLKQAKEEAIK. [E] 1xDeamid. [N4] 4 105-118
[K] .QAKEEATIKELVDAGIAEK. [Y] - 50 111-128
[K] . QAKEEAIKELVDAGIAEK. [Y] 1xDeamid. [Q1] 6 111-128
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTE. [-] - 37 138-156
[R] .VNNVDFTNIIR. [E] - 13 63-73
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPK. [G] - 8 63-85
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPK. [G] 1xDeamid. [N3] 2 63-85
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPKGEEVTILAQKPAPAP - 11 63-104

TTYK. [L]
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[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPKGEEVTILAQKPAPAP 2xDeamid. 1 63-104

TTYK. [L] [N8; Q32]

[K] . YIKLIANAK. [T] - 2 129-137

[K] . YIKLIANAK. [T] 1xDeamid. [N7] 2 129-137
FD6A

GGGTTYKLIL NLKQAKEEAI KELVDAGIAE KYIKLIANAK TVEGVWTLKD EILTFTVTEP APAPMKLVKF
RKGDSVGLRL AGGNDVGIFV AGVLEDSPAA KEGLEEGDQI LRVNNVDFTN IIREEAVLFL LDLPKGEEVT
ILAQK

Detekovana sekvence Modifikace Pocet Pozice
[K] .DEILTFTVTEPAPAPMK. [L] 1xOxidace [M16] 4 50-66
[K] .DEILTFTVTEPAPAPMKLVK. [F] 1xOxidace [M16] 1 50-69
[K] .EEAIKELVDAGIAEK. [Y] - 10 17-31
[K] .EEAIKELVDAGIAEKYIK. [L] - 14 17-34
[R] .EEAVLFLLDLPK. [G] - 6 124-135
[R] . EEAVLFLLDLPKGEEVTILAQK. [K-] - 2 124-145
[K] .EGLEEGDQILR. [V] - 36 102-112
[K] . EGLEEGDQILRVNNVDFTNIIR. [E] - 3 102-123
[K] . EGLEEGDQILRVNNVDFTNIIR. [E] 1xDeamid.[Q8] 1 102-123
[K] .ELVDAGIAEK. [Y] - 3 22-31
[K] .ELVDAGIAEKYIK. [L] - 4 22-34
[K] .ELVDAGIAEKYIKLIANAK. [T] - 16 22-40
[K] .ELVDAGIAEKYIKLIANAK. [T] 1xDeamid. [N17] 5 22-40
[K] . FRKGDSVGLR. [L] - 46 70-79
[K] . GDSVGLRLAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAK. [E] - 3 73-101
[K] .GEEVTILAQK. [K-] - 8 136-145
[-].GGGTTYKLILNLK. [Q] - 34 1-13
[-].GGGTTYKLILNLK. [Q] 1xDeamid. [N11] 4 1-13
[-]1.GGGTTYKLILNLKQAK. [E] - 16 1-16
[-].GGGTTYKLILNLKQAK. [E] 1xDeamid.[N/Q] 2 1-16
[KR] .KGDSVGLR. [L] - 2 72-79
[R] . KGDSVGLRLAGGNDVGIFVAGVLEDSPARK. [E] . 6 72-101
[R] . KGDSVGLRLAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAK. [E] 1xDeamid. [N13] 5 72-101
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPARK. [E] - 41 80-101
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAK. [E] 1xDeamid. [N5] 4 80-101
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILR. [V] . 21 80-112
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILR. [V] 1xDeamid. [N5] 1 80-112
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILRVN - 3 80-123
NVDFINIIR. [E]
[R] . LAGGNDVGIFVAGVLEDSPAAKEGLEEGDQILRVN 1xDeamid. [N35] 1 80-123

NVDEFTNIIR. [E]

[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK. [L] - 2 35-66

[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK. [L] 1xDeamid. [N4] 3 35-66

[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK. [L] 1xOxidce [M31] 3 35-66

[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK. [L] 1xDeamid. [N4]; 3 35-66
1xOxidace [M31]

[K] . LILNLKQAK. [E] - 2 8-16
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[K] . LILNLKQAKEEAIK. [E] - 12 8-21
[K] . LILNLKQAKEEAIK. [E] 2xDeamid. 3 8-21
[N4; Q7]
[K] .QAKEEATKELVDAGIAEK. [Y] - 15 14-31
[K] .QAKEEATIKELVDAGIAEK. [Y] 1xDeamid. [Q1] 14-31
[K] . TVEGVWTLK. [D] - 41-49
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK. [L] - 11 41-66
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMK . [L] 1xOxidace [M25] 15 41-66
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMKLVK. [F] - 6 41-69
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTEPAPAPMKLVK. [F] 1xOxidace [M25] 27 41-69
[R] .VNNVDFTNIIR. [E] - 6 113-123
[R] . VNNVDFTNIIR. [E] 1xDeamid. [N3] 4 113-123
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPK. [G] - 9 113-135
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPK. [G] 1xDeamid. [N8] 2 113-135
[R] . VNNVDFTNIIREEAVLFLLDLPKGEEVTILAQK. [K-] - 11 113-145
[K] . YIKLIANAK. [T] - 3 32-40
[K] . YIKLIANAK. [T] 1xDeamid. [N7] 3 32-40

GA88

TTYKLILNLK QAKEEAIKEL VDAGIAEKYI KLIANAKTVE GVWTLKDEIL TFTVTE

Detekovana sekvence

Modifikace

Pocet Pozice

[K] . EEAIKELVDAGIAEK. [Y] - 8 14-28
[K] . EEAIKELVDAGIAEKYIK. [L] - 14 14-31
[K] .ELVDAGIAEK. [Y] - 3 19-28
[K] .ELVDAGIAEKYIK. [L] - 12 19-31
[K] .ELVDAGIAEKYIKLIANAK. [T] - 8 19-37
[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTE. [-] - 17 32-56
[K] . LIANAKTVEGVWTLKDEILTFTVTE. [-] 1xDeamid.[N4] 3 32-56
[K] .LILNLKQAK. [E] - 1 5-13
[K] . LILNLKQAKEEAIK. [E] - 6 5-18
[K] .QAKEEAIKELVDAGIAEK. [Y] - 11 11-28
[K] . QAKEEATKELVDAGIAEK. [Y] 1xDeamid. [Q1] 2 11-28
[-].TTYKLILNLK. [Q] - 6 1-10
[-]1.TTYKLILNLKQAK. [E] - 1 1-13
[K] . TVEGVWTLKDEILTFTVTE. [-] - 47 38-56
[K] . YIKLIANAK. [T] - 4 29-37
[K] . YIKLIANAK. [T] 1xDeamid. [N7] 6 29-37
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Priloha III

Vychozi data ziskand mérenimi DLS v podobé autokorela¢nich funkci.
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Priloha IV

Pouzité nastroje pro predikci vlastnosti z modelovanych terciarnich struktur (ColabFold)
(Mirdita et al., 2022) v€etné hrubého popisu jejich algoritmu a vyuziti v této praci:

Pomoci softwaru HYDROPRO, verze 10 (kompilace 54) (Garcia De La Torre et al,,
2000; Ortega et al,, 2011) byly z molekulové hmotnosti a parcidlni specifického
objemu (Sednterp, verze 20130813 BETA) (Laue et al, 1992) a predpovidané
terciarni struktury proteini (ColabFold) (Mirdita et al., 2022) predikovany hodnoty
sedimentacnich koeficientdi (s, s0,) a translacniho difuzniho koeficientu (D,
Stokestiv polomér prepocitan dle Stokesovy-Einsteinovy rovnice, viz vySe) pomoci
tif model: atomového modelu s obalovymi vypocty (model 1), rezidualniho
modelu s obalovymi vypocty (model 2), a rezidudlniho modelu s koralkovymi
vypocty (model 4) s vypoctem hydrodynamickych charakteristik metodou inverze
supermatice (SMI).

Pomoci softwaru UltraScan IlI, verze 4.0 (6731) (Demeler, 2005) byly z terciarni
struktury proteini (ColabFold) (Mirdita et al, 2022) predikovany molekulova
hmotnost, frikéni koeficient, standardizovany sedimentacni koeficient a Stokestiv
polomér, a to pomoci modelu koralki SoMo a piekryvu koralkii SoMo (O)
a naslednym vypoctem hydrodynamickych charakteristik metodou Zeno algoritmu
(ZENO), generalizované aproximace dle Rotne-Prager-Yamakawa (GRPY), nebo SMI
(Rocco a Byron, 2015; Zuk et al.,, 2018).

Pomoci online nastroje HullRad, verze 9 (Fleming a Fleming, 2018) byly z terciarni
struktury proteini (ColabFold) (Mirdita et al., 2022) predikovany molekulova
hmotnost, frikéni koeficient, standardizovany sedimentac¢ni koeficient, Stokestv
polomeér, a to modelem konvexniho trupu proteinu.

Pomoci online nastroj PDBMD2CD (Drew a Janes, 2020) byla z terciarni struktury
proteind (ColabFold) (Mirdita et al., 2022) predikovana CD spektra a jejich
kompozice sekundarnich struktur. Tento software vyuZiva sadu 83 referencnich
proteint (SMP180) se znamymi spektry (Abdul-Gader et al,, 2011) a dva nezavislé
algoritmy zaloZené na empirické statistické analyze: a) na zdkladé strukturni
podobnosti dodanych struktur s referenénimi proteiny je proveden fit do jejich
spekter s naslednou optimalizaci jednotlivych prispévki; b) z dodané struktury je
zjiStén podil jednotlivych komponent sekundarni struktury (7 kategorii) a na
zakladé prispévku téchto kategorii ve spektrech referenc¢nich proteinti je sestaveno
spektrum dodané struktury. Vysledné predikované CD spektrum zahrnuje vysledky
obou algoritmi (Drew a Janes, 2020).
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Priloha V

DSF, optimaliza¢ni méreni s riiznymi koncentracemi proteini (40, 20 a 10 pg/ml) a barviva
SYPRO Orange (1:1000 a 1:500), praméry z triplikatt. Pro dalsi analyzy byly vybrany byly
koncentrace poskytujici dobré krivky pro vSechny tfi proteiny.
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—&— SYPRO 1:500,FD5A 40 pg/ml  —#— SYPRO 1:500,FD5A 20 pg/ml  —#—SYPRO 1:500, FD5A 10 pg/ml
SYPRO 1:1000, FD5A 40 pg/ml SYPRO 1:1000, FD5A 20 pg/ml SYPRO 1:1000, FD5A 10 pg/ml
—&— SYPRO 1:500,FD6A 40 pg/ml = SYPRO 1:500,FD6A 20 pg/ml  —#@— SYPRO 1:500, FD6A 10 pg/ml
SYPRO 1:1000, FD6A 40 pg/ml SYPRO 1:1000, FD6A 20 pg/ml SYPRO 1:1000, FD6A 10 pg/ml
—&—SYPRO 1:500,GA88 40 pg/ml  —#—SYPRO 1:500,GA88 20 pg/ml  —#—SYPRO 1:500, GA88 10 pg/ml

—&— SYPRO 1:1000, GA88 40 pg/ml ——#=—SYPRO 1:1000, GA88 20 pg/ml ———SYPRO 1:1000, GA88 10 pg/ml
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