Abstrakt

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

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

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



