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5 Seznam zkratek
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A
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AUC
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DNA
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kDa
MAD
min
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NhaA
NHE
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nm
NTD
OD5"
PKA
PEG

mikromolarni

z angl. two dimensional

angrstrom

z angl. A-crystalline domain

analyticka ultracentrifugace

protein Bmh1 zkraceny o nestrutkurovany C-konec
z angl. calcium binding domain

z angl. calcium/calmodulin-dependent kinase kinase
z angl. caspase-recruitment domain
cirkularni dichroismus

z angl. cyclin-dependent kinase 1

z angl. cell death protein

z angl. casein kinase

z angl.cation proton antiporter
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z angl. death effector domain
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z angl. plasma membrane ATPase 1
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z angl. receptor-interacting protein
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single- wavelength anomalous diffraction
z angl. small angle X-ray scattering
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6 Uvod

Proteiny 14-3-3 jsou malé regulacni biomolekuly, které jsou vyznamné pro mnoho
dilezitych metabolickych nebo signalnich drah. Tyto konzervované proteiny byly
identifikovany ve vSech typech eukaryotnich bun¢k a ovliviiuji napi. aktivitu a stabilitu
svych vazebnych partnerii, jejich bunécnou lokalizaci a interakce s dalSimi proteiny.
Proteiny 14-3-3 jsou pfedmétem vyzkumu mnoha laboratofi zejména pro svoji klicovou
ulohu v regulaci mnoha biologickych procesti véetné neurodegenerativnich onemocnéni,
rakoviny a dalsich patologickych stavii.

Vzhledem k vyznamnému poctu jiz potvrzenych interakénich partneri proteint 14-3-3
je jejich strukturni charakterizace esencidlni pro pochopeni mechanismu jejich pisobeni
v rozmanitych bunécnych procesech. V této praci je zkouman mechanismus konkrétnich
vazebnych partnerti: kvasni¢né neutralni trehalasy 1, lidské kaspasy-2 a kvasni¢ného
cytoplasmatického Na*, K'/H" antiporteru Nhal.

V prvni publikaci vyfeSena krystalova struktura komplexu neutralni trehalasy Nthl a
proteinu 14-3-3, a tak byl odhalen jedine¢ny mechanismus regulace Nthl. Déle byla
charakterizovéana interakce prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3, ktera odhalila zpisob inhibice
prokaspasy-2 proteinem 14-3-3. V poslednim projektu byl potvrzen Ser481 kvasni¢ného
Na', K’/H" antiporteru Nhal jako vazebné misto pro kvasni¢ny protein 14-3-3, ktery tak
negativné reguluje transportni aktivitu Nhal.

Vysledky této prace potvrzuji rozmanité role proteinti 14-3-3 v jejich plsobeni na
Sirokou $kalu vazebnych partnerti, od kvasni¢nych enzymu a transportérti az po dulezité

apoptotické proteasy.
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7 Teoreticky uvod
7.1 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou rodina vysoce konzervovanych proteint, které byly objeveny
v mnoha organismech. Tyto univerzalni regulatory maji dalezitou roli v mnoha
biochemickych dé&jich napft.: v regulaci signdlnich drah, regulaci transkripce, bunécného
cyklua apoptosy (Liu et al., 1995; van Hemert et al., 2001). Jsou také intenzivné studovany
v kontextu vyvoje neurodegenerativnich a onkologickych onemocnéni (Berg et al., 2003;
Freeman and Morrison, 2011). Sviij neobvykly ndzev ziskaly na zaklad¢ vysledkii analyzy
proteinit v hovézim mozku, kdy bcéhem migrace na dvojdimenzionalni celulosové
chromatografii byly identifikovany ve 14. frakci a nasledné pfi analyze Skrobovou
elektroforézou se nachazely na pozicich 3.3 (Moore BW and Perez VJ, 1967).

Proteiny 14-3-3 ovliviiuji své interakéni partnery riznymi mechanismy, mezi které se
fadi regulace enzymatické aktivity navazaného proteinu zpiisobené konformacni zménou,
pfedchazeni degradace ochranou specifickych strukturnich nebo funkénich motivi, které
Casto ovliviiuji lokalizaci v ramci buiky. Také chrani své vazebné partnery pred
modifikacemi nebo interakcemi s jinymi proteiny. Proteiny 14-3-3 také slouzi jako
»molekulové leSeni”, kter¢ umoziiuje vznik multiproteinovych komplext (Obsil and
Obsilova, 2011). Metodami in silico bylo zatim odhadnuto pfiblizné 2000 interakénich
partnerii proteinii 14-3-3, experimentalné¢ potvrzenych jich vSak bylo jen nékolik set
(Johnson et al., 2010; Masone et al., 2017; Sluchanko, 2018). Pro vétSinu interakci proteinti
14-3-3 s cilovym proteinem je klicova jedna z nejcastéjSich postranslacnich modifikaci,
fosforylace. B&hem systematické analyzy byly identifikovany tfi specifické sekvencni
motivy vazebnych partnerti proteini 14-3-3: RSXpSXP (motiv I), RX(Y/F)XpSXP (motiv
1) a pS-X1-2-COOH (motiv III), kde X oznacuje jakykoliv aminokyselinovy zbytek s
vyjimkou cysteinu a pS fosforylovany serinovy zbytek (Yafte et al., 1997). Proteiny 14-3-3
se také mohou asociovat s proteiny prostfednictvim elektrostatickych nebo hydrofébnich
interakci, jak bylo popsano napft. u exotoxint -S a -T u Pseudomonas aeruginosa (Karlberg
et al., 2018) nebo u transkripcniho faktoru OsFD1 (Taoka et al., 2013).

Proteiny 14-3-3 byly nalezeny ve vSech eukaryotickych buiikach, kde se zpravidla
vyskytuji v n€kolika isoformach. U c¢lovéka bylo identifikovano celkem sedm variant
proteinu 14-3-3, které se oznacuji feckymi pismeny: B, €, 1, v, 7, { a 6 (Rosenquist, 2001;

Wang and Shakes, 1996). Naproti tomu kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji pouze dva
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geny: BMHI a BMH?2 (z angl. Brain Modulosignaling Homologue (van Heusden et al.,
1995).

Proteiny 14-3-3 tvoii stabilni dimery o velikosti pfiblizn¢ 56 kDa (Liu et al., 1995; Xiao
et al., 1995), jak je znadzornéno na obrazku €. 1. Pouze sav¢i isoforma 14-3-3c uptednostituje
tvorbu homodimerd, jinak vSechny zndmé proteiny 14-3-3 mohou vytvafet homodimery i
heterodimery (Wilker et al., 2005). Kazdy monomer je slozen z deviti antiparalelnich a-

helix?.

Obrazek ¢. 1 — Struktura dimeru proteinu 14-3-3 s navazanym ligandem (zelena) v ligand-
vazebném Zlabku. Jednotlivé helixy 14-3-3 jsou nadepsany HI-H9Y (oznaceno u jednoho

protomeru, prevzato a upraveno z Rittinger et al., 1999).

Dimer proteinu 14-3-3 ma tvar Sirokého pismene U, uprostfed kterého se nachazi
centralni vazebny kanal o rozmérech 35 A (délka), 35 A (sitka), 20 A (hloubka). Tento
vazebny kanal obsahuje dva amfipatické ligand-vazebné Zlabky, které jsou schopny navazat
soucasné dva rtizné vazebné motivy (Muslin and Xing, 2000). Strukturni uspotfadani a
interakce jednotlivych helix v dimeru proteinu 14-3-3 maji za nésledek velkou stabilitu a
rigiditu, proto strukturni zmény dimeru 14-3-3 nejsou patrné ani pii tvorbé komplexi
s cilovymi proteiny (napi. Obsil et al., 2001; Sluchanko et al., 2017). Flexibilni oblast
proteinti 14-3-3 predstavuje C-konec, ktery diky tomu neni vidét v krystalovych strukturach.
Tato ¢ast funguje jako pfirozeny autoinhibitor a znemoznuje tak vazbu nezadoucim

ligandtim (Obsilova et al., 2004; Silhan et al., 2004). Naopak vysoce konzervované oblasti
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se nachazeji ve vnitinim prostoru centralniho kanalu, zatimco variabilni Casti se nachéazi na
povrchu proteinu (Obsilova et al., 2008).

Jak bylo uz zminéno, v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae byly identifikovany dvé
isoformy proteind 14-3-3: Bmh1 a Bmh2. Bmh1 je majoritni forma, ktera reprezentuje 80%
vSech proteini 14-3-3, Bmh2 pokryva zbylych 20% (van Heusden, 2009). Jejich C-konec se
vyrazné 1i$i od proteini 14-3-3 identifikovanych v buiikach vysSich organismt svou veétsi
délkou, pfitomnosti polyglutaminovych sekvenci. Zajimavé je, ze vtomto piipade
kvasniénych proteini 14-3-3 nezastdva C-konec autoinhibi¢ni funkci jako u lidskych
proteinti 14-3-3 (Veisova et al., 2010).

Detailni proteomické analyza identifikovala pfiblizn€ 300 interakcnich partnera proteint
14-3-3 v kvasinkadch Saccharomyces cerevisiae (Kakiuchi et al., 2007), a potvrdila tak
klicovou roli proteinii 14-3-3 v mnoha signalnich drahach. Mezi interakénimi partnery byly
nalezeny i proteiny, které reguluji aktivitu cytoplasmatickych transportérti napt. Snfl, Hal4,
Ppzl a Ptk2 (Krauke and Sychrové, 2010). Dulezitou roli proteini 14-3-3 v kvasinkach
potvrdila i studie, kde byla pozorovdna zvysend intolerance kvasinek neprodukujici protein
Bmhl. Za béznych podminek protein Bmhl je siln¢ produkovan za zvySené extracelularni

koncentrace soli (Posas et al., 2000; Yoshikawa et al., 2009).

7.2 Neutralni trehalasa

Neutralni trehalasa 1 (EC 3.2.1.28) katalyzuje hydrolyzu trehalosy (a-D-
glukopyranosyl-a-D-glukopyranosidu) jak je zndzornéno na obrazku &. 2. Trehalosa je
neredukujici disacharid, ktery byl objeven v mnoha organismech: napf. v kvasinkach,
rostlinach, houbach, u hmyzu a bezobratlych zivoc¢ichti (Elbein, 1974). Pti §té€peni trehalosy
vznikaji dvé molekuly glukosy, které jsou buitkou dale vyuzivany (obrazek €. 3). Trehalosa
je klicova pro létavy hmyz, proto potencialni inhibitory trehalasy mohou najit vyuZiti jako
insekticidy (Becker et al., 1996).

Tato prace se konkrétné tyka kvasnicnych trehalas. V kvasinkach rodu Saccharomyces
cerevisiae byly identifikovany tfi isoformy, které své nazvy dostaly podle hodnoty svého pH
optima; neutrdlni trehalasa 1 (Nthl) ma pH optimum v neutrdlni oblasti a nachézi se
v cytosolu. Ddle neutralni trehalasa 2 (Nth2) s pH optimem také kolem 7, kterd je 77%
homolog Nthl (Kopp et al., 1993; Nwaka et al., 1995). Tteti isoformou je kysela trehalasa
(Athl) ma své pH optimum v kyselé oblasti (pfiblizn€ 4,5) a nachazi se ve vakuolach nebo

bunécné stén¢ (Mittenbiihler and Holzer, 1988).
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Ke zvySené expresi genu NTH1, atim i k produkci Nth1 dochazi v piipad¢ prudké zmény
teploty nebo v pfitomnosti toxickych latek pro kvasinky napt.: H>O2 (zdroj oxidativniho
stresu), cykloheximid (inhibitor proteosyntézy) nebo CuSOs a NaAsO> (Zahringer et al.,
1997). Soucasné s expresi genu NTH1 je zvySena produkce trehalosasynthasy, a tim roste i
koncentrace trehalosy (Nwaka et al., 1996). Trehalosa se podili na obrannych mechanismech
proti vlivu oxidativniho stresu a toxickych latek. Béhem vyse popsanych zatéZovych situaci
dochazi ke zvysené produkci glukosy stépenim trehalosy a ptredpoklada se, ze se timto
procesem se udrzuje konstantni koncentrace glukosy v cytosolu. Zaroven se prepoklada, ze

diky vzniklé glukose buiika ptezije (Hottiger et al., 1987; Nwaka et al., 1996, 1995).

14-3-3

[ rTRTMS®VFDN | [RRGS®ED]
/ CaBD domain C
N
(114-163)

Obrazek ¢. 2 - Schéma primarni struktury Nthl, kde cervené jsou oznaceny seriny klicové

pro interakci Nthl s proteinem 14-3-3, modre je vyznacena vapnik-vazebnd doména
(CaBD), oranzové je znazornena katalyticka doména Nthl v C-terminalni casti (prevzato a

upraveno z Veisova et al., 2012).

- O
har o 37

14-3-3

Obrazek ¢ 3 - Schéma mechanismu regulace neutralni trehalasy 1 proteinem 14-3-3
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Molekula trehalosy je Stepena komplexem aktivni
formou Nthl, kterd vznikne fosforylaci Ser60 a Ser83 a naslednou vazbou proteinu 14-3-3

(prevzato a upraveno z Kopecka et al., 2014).
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Pfi porovnani sekvence trehalas riznych organismi je patmé, Ze trehalasy
Saccharomyces cerevisie Nthl a Nth2 a Kluveromyces lactis Nth1 maji podstatné delsi N-
konec (Nwaka and Holzer, 1998). Podle schématu primarni struktury Nthl, kterd je
znazornéna na obrazku €. 2, na N-konci kvasni¢nych trehalas jsou umistény vazebné motivy
pro proteiny 14-3-3. V této ¢asti Nthl byla identifikovana 4 fosforylaéni mista (Ser20,
Ser21, Ser60 a Ser83), kterd jsou fosforylovana pomoci proteinkinasy A (PKA) (Panni et
al., 2008; Veisova et al., 2012). Dalsim studiem bylo potvrzeno, Ze pouze fosforylované
Ser60 a Ser83 jsou kli€ové pro interakci s proteiny 14-3-3 a tim i pro aktivaci Nth1 (Veisova
et al., 2012). Dimer kvasni¢ného proteinu 14-3-3 se vaze na N-termindlni konec Nthl a
pravdépodobné chrani Nthl pted degradaci ¢i defosforylaci a zarovenn udrzuje ji v
aktivovaném stavu. Pfedchozimi studiemi bylo prokazano, ze Nthl vykazuje nejvyssi
aktivitu v pfitomnosti vapenatych kationtd a navazaného proteinu Bmh (Veisova et al.,
2012). Katalytickd doména (sekvence 163-751), obsahujici aktivni centrum enzymu, je
napfi¢ Zivo€isnou fi8i vysoce konzervovana (Amaral et al., 1997). Dalsi dileZitou soucasti
Nth1 je véapnik vazajici doména (sekvence 114-125) tzv. EF-hand motiv (Kopecka et al.,
2014), ktery je pritomny pouze u hub. Tento motiv helix-loop-helix byl nalezen v mnoha
rodinach proteint a hraje dilezitou roli v regulaci aktivity, kterou silné ovliviiuje vazba
vapenatého kationtu. V piipadé¢ Nthl slouzi ke zvySeni afinity proteini Bmh k Nthl
(Kopecka et al., 2014; Rashidi et al., 1999).

Obrazek ¢. 4 - A: Stuzkova reprezentace bakterialni katalytické domény trehalasy Tre374
s cervenée vyznacenym inhibitorem VDM, PDB kod: 2JF4 (Gibson et al., 2007). B: Stuzkova
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reprezentace kvasnicné katalytické domény trehalasy Nthl s cervené vyznacenou molekulou

trehalosy v aktivnim centru enzymu, PDB kéd: SM4A (Aneta Smidova, 2016).

Jako prvni byla k dispozici struktura katalytické domény trehalasy Tre37A z bakterie
Eschericha coli s navazanym inhibitorem validoxylaminem (VDM) v aktivnim centru, ktera
je tvofena tzv. (a/a)6 barelem, ktera je zndzornéna na obrazek ¢. 4 A (Gibson et al., 2007).
Stejny motiv byl nalezen i u jinych a-thoroidalnich trehalas, napt. u GH94 chitobiosa-
fosforylasy (Hidaka et al., 2004), GH15 glukoamylasy (Aleshin et al., 1994), nebo GH65
maltosa-fosforylasy (Egloffet al., 2001). VSechny tyto enzymy patii do rodiny glukoamylas,
které katalyzuji reakce inverzi konfigurace substratu, stejnym zptisobem funguje i trehalasa
Tre37A. Vzhledem k publikované struktufe Tre37A lze soudit, ze aktivni centrum Tre37A
je pohibené uvnitf enzymu, a proto je pro aktivaci nutna zna¢na konformac¢ni zména (Gibson
et al., 2007). Porovnani struktur katalytickych domén Tre37A a Nthl na obrazku ¢. 4 A, B
ukazuje na drobné strukturni rozdily, vlastni katalytické centrum tvotfené jiz zminénym

(0/a)6 barelem. (Aneta Smidova, 2016).

7.3 Kaspasa-2

Proteiny, které se nejvice podili na procesu apoptosy, jsou cysteinové proteasy:
kaspasy (z angl. cysteine aspartyl-specific protease). Kaspasy jsou evolu¢né vysoce
konzervované proteiny, které byly nalezeny v mnoha organismech: od hmyzu az po ¢lovéka
(ptevzato z Li and Yuan, 2008). Od popsani kaspasy 1 jako ICE (z angl. interleukin-1/-
converting enzyme, Thornberry et al., 1995) a sekvenace genu CED3, ktery je zodpovédny
za iniciaci apoptosy u had’atka obecného (Yuan et al., 1993), bylo objeveno a popsano deset

raznych lidskych kaspas. Kaspasy jsou obecné déleny podle své funkce na dvé skupiny:

.....

.....

kaspas je charakterizovana doménami CARD (z angl. caspase-recruitment domain) nebo
DED (z angl. death effector domain), které jsou umistény na N-konci proteinu. Efektorové
kaspasy neobsahuji domény CARD nebo DED a jsou primarné zodpovédné za limitovanou
proteolyzu substrati kaspas, coz v dasledku vede k bunécné smrti. Nejvétsi rozdil mezi
nachazi na N-konci efektorovych kaspas a pravdépodobné zajist'ujici spravnou lokalizaci v

ramci buiiky (Pop and Salvesen, 2009).
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Kaspasa-2 byla jednou z prvnich kaspas, kterd byla objevena. Byl prokazan jeji
vliv na poskozeni DNA, regulaci bunééného cyklu a tlumeni rastu nadort. Kaspasa-2 je
unikatni nejen tim, Ze se vyskytuje v jadre, ale také diky své rychlé reakci v dasledku
signalizace vné&jSich 1 vnitinich faktord béhem apoptosy (Kumar, 2009). Jeji ptifazeni do
zatimco jeji substratova specifita je blizsi efektorovym kaspasam (ptfedevsim kaspasam -3 a
-7) (Krumschnabel et al., 2009; Thornberry et al., 1997).

Aktivace kaspasy-2 probihd nékolika zptsoby. Prvni zplisob zahrnuje tvorbu
multiproteinového komplexu - PIDDosomu. Tento komplex obsahuje protein p53
s doménou DD (z angl. dead protein) a adaptorovy protein RAIDD obsahujici domény
CARD a DD (Tinel, 2004). Dale aktivaci kaspasy-2 ovliviiuje postranslaéné¢ nékolik
proteint. Jednim z nich je SUMO a enzym9. Spojenim enzymu 9 se SUMO se formuje Ubc-
9. Protein SUMO se vaze k doméné¢ CARD prokaspasy-2. Ovliviiuje se tak jaderna
lokalizace a nasledné aktivace prokaspasy-2 (Krumschnabel et al., 2009). Kaspasa-2 je také
aktivovéana na zdklad¢ interakci s proteinovymi komplexy, které stimuluji autokatalytické
Stépeni kaspasy-2. Jednou z moznosti je aktivace na zaklad¢ signalu od TNRF1 ptedavaného
vnéjsi drahou indukce apoptosy. Na zaklad¢ interakce domén DED adaptorového proteinu
TRADD s proteinem RIP1 dojde k interakci RIP1 s prokaspasou-2, kterd je v komplexu
s proteinem RAIDD. Protein RAIDD a prokaspasa-2 spolu interaguji prostiednictvim svych
domén CARD (Duan and Dixit, 1997; Stanger et al., 1995).

14-3-3

| yoLs=oLp | | VEHS'**°LD|

Obrazek ¢. 5 — Schéma primarni struktury prokaspasy-2, kde cervené jsou oznaceny seriny
klicové pro interakci prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3, okrovou je vyznacena doména
CARD, fialovou p19 a syté riizovou p12 (vytvoreno na zaklade Fava et al., 2012, Tinti et al.,
2014).

Aktivace prokaspasy-2, jejiz primarni struktura je znazornéna na obrazku €. 5 na
molekularni Grovni za¢ind dimerizaci domény p12, a pokracuje Stépenim Asp333, kdy se
proenzym rozd¢li na malou a velkou podjednotku, které vSak zlistavaji asociovany. Dale
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dochazi k dalsi ¢asti maturace, kdy doména CARD a sekvence spojujici domény CARD a
pl9 jsou odstranény Stépenim Aspl69 a Asp347. Dalsi dilezitou aminokyselinou pro
maturaci kaspasy-2 je pritomnost Cys320 v aktivnim misté. Nakonec kaspasa-2 vaze

adaptorovou molekulu RAIDD, oligomeruje a je zcela maturovana (Fava et al., 2012).

Obrazek ¢. 6 — Stuzkova reprezentace krystalové struktury maturované kaspasy-2 s zelené
vyznacenym disulfidickym miistkem, ktery spojuje domény p12 (syté rizova). Fialové jsou

oznaceny domény p19 (Schweizer et al., 2003).

Prokaspasa-2 je pln¢ aktivovana pomoci domény CARD zpiisobujici dimerizaci.
Na obrazku ¢. 6 je znazornéna aktivni kaspasa-2, kterd je tvotfenou heterodimerem dvou
heterodimert katalytickych podjednotek p19 a p12, kde malé podjednotky p12 jsou spojeny
disulfidickym mustkem. Tento disulfidicky mistek je specificky pro kaspasu-2, struktury
ostatnich kaspas ho nemaji (Schweizer et al., 2003). Katalytické misto kaspasy-2 je tvofeno
zlabkem se dvéma vazebnymi misty pro substrat. Kaspasa-2 rozeznava substraty
s aminokyselinovou sekvenci VDEXD, nejdiilezitéjsi je pozice aspartatu na C-konci peptidu
(Thornberry et al., 1997).

Aktivace kaspasy-2 je déle regulovana postranslaénimi modifikacemi — fosforylaci
nekolika serintl, které maji za nasledek inhibici apoptosy (Nutt et al., 2009, 2005; Ren et al.,
2012; Shin et al., 2005). U obojzivelnika Xenopus laevis byla prokdzéana interakce kaspasy-
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2 s proteinem 14-3-3 prostiednictvim fosforylovaného Ser135, ktery odpovida Ser164 u
lidské izoformy. Klicovy serin je fosforylovan CaMKK2 (z angl. calcium/calmodulin-
dependent kinase kinase) a protein 14-3-3 tedy muze vytvotit komplex s prokaspasou-2,
¢imz dochazi k inhibici aktivace apoptosy prozatim nepopsanym zpusobem (Nutt et al.,
2009, 2005). Dalsi fosforylacni misto identifikované u lidské prokaspasy-2 je Ser340, ktery
se nachazi ve spojovaci sekvenci mezi velkou a malou katalytickou podjednotkou. Ser340
je fosforylovan CDK1 (z angl. cyclin-dependent kinase ). Tyto fosforylace jsou klicové pro
inhibici aktivace prokaspasy-2 a zasadni pro regulaci bunééné smrti béhem mitdzy
(Andersen et al., 2011). Tretim fosforylatnim mistem je Serl57, fosforylovany
proteinkinasou CK2 (z angl. casein kinase 2). Posledni identifikované fosforylacni misto
prokaspasy-2, které hraje dulezitou roli v jejiregulaci, je Serl139, ktery se ucastni
mechanismi potlacujici nadorové bujeni (Ren et al., 2012). S pomoci metod strukturni
bioinformatiky bylo zji$téno, ze fosforyla¢ni misto Ser139 u lidské prokaspasy-2 je evolu¢né
konzervované (Tinti et al., 2014). Tato predikce zaroven koresponduje s faktem, ze
interak¢ni partnefi proteinli 14-3-3 maji zpravidla dvé fosforylacni mista vzdalena od sebe

priblizn€ 20 aminokyselin (Kostelecky et al., 2009; Obsil and Obsilova, 2011).

7.4 Antiporter Nhal

V biomedicinském vyzkumu je studium homeostazy dtlezit¢ kvuli patologickym
projevim v neurodegenerativnich onemocnénich, poruchdm metabolismu nebo v
zhoubnych nadorech (Donowitz et al., 2013; Shattock et al., 2015). Jako modelovy systém
pro studium homeostazy byly vybrany kvasinky jako dostupny eukaryotni organismus
s celym sekvenovanym genomem a zaroven se schopnosti rychle se mnozit a snadnou
genetickou manipulaci (Goffeau et al., 1996). Jednou ze zédkladnich podminek pieziti bunck
je udrZovani stalého vnitiniho prostiedi, piestoZze ve vnéj$im prostfedi dochazi (mimo jiné)
ke zménam v koncentraci iontli a pH. Mezi nejbéznéjsi kationty, které se v piirodé vyskytuji,
jsou draslik a sodik (Rodriguez-Navarro, 2000). Tyto kationty jsou 1 v jisté mife zastoupeny
v bunikach, ovSem pii vysokych koncentracich mohou byt toxické az letalni, nicméné jsou
dilezité pro spravnou funkci mnoha fyziologickych procesti (Rodriguez-Navarro, 2000;
Serrano et al., 2007).

Mezi transportéry, které pfevazné zajist'uji optimalni bunéénou koncentraci kationtl a
protond (pH) v bufikach vétSiny organismi se fadi antiportery Na'/H" (rodina exchangerii

CPA/SLC9 NHE/NHA) (Brett et al., 2005; Donowitz et al., 2013). Tato rodina proteintl je
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rozdélena na dvé podrodiny: exchangery NHE (Orlowski and Grinstein, 2004) a antiportery
NHA (Brett et al., 2005). V kvasinkach rodu Saccharomyces cerevisiae byly identifikovany
2 typy antiporterii: Nhal byl nalezen v cytoplasmatické membrané a Nhx1p v endosomalnim
prevakuolarnim kompartmentu (Nass and Rao, 1998). Kvasni¢ny antiporter Nhal vyuziva
vnitiniho gradientu protonii vytvofenych H™-ATPazou Pmal k aktivnimu transportu kationti
alkalickych kovi z bun€k (Bafiuelos et al., 1998; Kinclova et al., 2001). Antiporter Nhal je
dilezity pro okamzitou osmotickou stresovou odezvu, regulaci vnitiniho pH a hodnotu
membranového potencidlu (Kinclova-Zimmermannova and Sychrova, 2006; Prior et al.,
1996).

Struktura antiporterd se skladd z kratkého hydrofilntho N-konce, dvanacti
transmembranovych segmenti (TMS) a hydrofilniho C-konce, ktery zasahuje do bunééné
cytoplasmy, jak je zndzornéno na obrazku ¢. 7. Membranové domény antiporterd jsou
vysoce konzervované a jsou zodpovédné za iontovou vyménu (Hendus-Altenburger et al.,
2014; Kinclova et al., 2001, Paulino et al., 2014; Wohlert et al., 2014). Krystalova struktura
proteinli z rodiny CPA byla vyfeSena pro bakteridlni isoformu NhaA z Escherichia coli
(Hunte et al., 2005) a Thermus thermophilus NapA (Lee et al., 2013), déale pro NhaP1 z
Methanocaldococcus jannaschii (Paulino et al., 2014) a NhaPl z Pyrococcus abyssii,
obrazek ¢. 8§ Wohlert et al., 2014). VSechny publikované struktury postradaji variabilni C-
koncové hydrofilni ¢asti, které jsou charakteristické absenci sekundérni 1 tercialni struktury.
Struktura a funkce transmembranové domény NhaA byla studovana kombinaci metod 2D
kryoelektronové mikroskopie a proteinové krystalizace. Periplasmaticky povrch je rigidni
kvali helixtim, které tésné interaguji s lipidovou dvojvrstvou membrany. Mezi TMS jsou
kratké hydrofilni smycky, které prochézi do cytoplasmy (Hunte et al., 2005). Dalsi vyzkum
potvrdil dimerizaci antiporteru NhaA a zaroven byly identifikovany dvé beta vlasenky u
monomeru, které formuji anti-paralelni beta skladany list v periplasmické casti dimeru,
konkrétné aminokyselinové zbytky mezi Pro45 a Asp58 (Rimon et al., 2007). Interakce dvou
beta-vlasenek a nasledny vznik antiparalelniho beta-skladaného listu je typicky piipad

oligomerizace proteinl v cytoplasmé (Maris et al., 2005).
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Extracellular 4

Intracellular

Obrdzek & 7— Schéma kvasnicného antiporteru Nhal. Sedozelené jsou vyznaceny jednotlivé
TMS prochazejici cytoplasmatickou membranou (prevzato a upraveno z Kinclova et al.,

2001).

Extracelular

Intracelular

Obrazek ¢. 8 — Stuzkova reprezentace krystalové struktury antiporteru Pyrrococcus abissii

NhaP1 pri pH 8, PDB kod: 4CZ8 (Wohlert et al., 2014).

Krystalové struktury bakteridlniho antiporteru poskytly informace o vazebném mistu pro
sodny kation, ktery se nachazi na TMS 4 a 9, v tésné blizkosti cytoplasmatické membrany

(Hunte et al., 2005). Vazebné misto obsahuje nejvice konzervované aminokyselinové
21



zbytky: Aspl163, Asp164, Asp133 a aminokyseliny klicové pro transport kationtu: Thr132,
Aspl63 a Aspl64 (Galili et al., 2004, 2002). Na druhou stranu cytoplazmatické C-konce
antiporteri maji v riznych organismech riznou sekvenci aminokyselin (Kamauchi et al.,
2002; Pribylova et al., 2006) a maji regulacni funkci (Kinclova et al., 2001; Simoén et al.,
2003).

Porovnani hydrofilnich C-konct antiporteru Nhal z rtiznych druhti kvasinek ukézalo, ze
Saccharomyces cerevisiae Nhal ma vyrazné delsi C-konec, ktery predstavuje ptiblizné 56%
celé délky proteinu. Kratky hydrofilni N-konec a transmembranova ¢ast proteinu je z 60%
identicka s antiportery Zygosaccharomyces rouxii a Candida albicans (Prior et al., 1996;
Soong et al., 2000). I kdyZ jsou kvasni¢né antiportery Nhal jsou vysoce homologni, jejich
substratova specifita se liSi. Saccharomyces cerevisiae Nhal transportuje jako jediny
z kvasni¢nych isoforem kromé sodiku a lithia navic i draslik. Buiiky rostlin i vyssich savci
netransportuji jiné kationty nez sodik a lithium (Kinclové et al., 2001). Experimentalné bylo
potvrzeno, Ze zkraceni nestrukturovaného C-konce nema vliv na umisténi proteinu
v cytoplasmatické membrang, tvorbu sprdvné konformace, na transportni aktivitu a
substratovou specifitu. Po zkraceni C-konce proteinu Nhal o témét 90%, je antiporter stale
pln¢ aktivni v transportu vSech substratii, dokonce dochazi ke vysené toleranci k solim
s vyjimkou lithia. V tomto p¥ipadé jsou kvasinky citlivé na zvysenou koncentraci ionti. Cast
C-konce antiporteru (sekvence 915-945) hraje dualezitou roli v regulaci, pravdépodobné
vlivem posttransla¢nich modifikaci (Kinclova et al., 2001). Hoglp je jedinou potvrzenou
kinasou, kterd ovliviiuje antiporter Nhal fosforylaci na pozicich Thr765 a Thr876 tim 1
reguluje aktivitu antiporteru Nhal (Kinclova-Zimmermannova and Sychrova, 2006), avSak
pozd¢jsi studie nepotvrdila tlohu této kinasy v interakci Nhal a proteini Bmh (Zahradka et
al., 2012). V roce 2012 byla potvrzena interakce mezi proteiny Bmh a antiporterem Nhal,
byla identifikovdna potencidlni mista interakce a to na nestrukturovaném C-konci. Jedno

z velmi pravdépodobnych mist interakce je Ser472 (Zahradka et al., 2012).

7.5 Dosud znamé struktury proteina 14-3-3

Prestoze proteiny 14-3-3 maji v builkdch velmi rozmanité role a jsou dlouhou dobu
studovany, je dodnes k dispozici jen Sest krystalovych struktur proteint 14-3-3 v komplexu
se svym vazebnym partnerem nebo jeho vyznamnou casti. Omezeny pocet vyreSenych
struktur proteinovych komplexti proteinti 14-3-3 je nestrukturovanost interakcnich partnert

proteinti 14-3-3, piedev§im sekvenci, které obsahuji vazebné motivy. Piestoze v této
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kapitole jsou predstaveny funkéné i strukturné velmi rozdilni vazebni partneti proteinti 14-
3-3, ze ziskanych strukturnich dat je patrné, Ze proteiny 14-3-3 jsou velmi rigidni
makromolekuly a po vazb¢ na ostatni proteiny nevykazuji vyrazné konformacni zmény.
Jako prvni byla publikovana struktura proteinu 14-3-3 s enzymem serotonin-N-
acetyltransferasou (AANAT), ktera se podili na regulaci syntézy melatoninu béhem dne
(obrazek ¢. 9 A). AANAT katalyzuje presun acetylu z acetylkoenzymu A na serotonin za
vzniku acetylserotoninu, ktery je prekurzorem melatoninu. Vysledky strukturni studie
potvrdily, Ze kazdy monomer proteinu 14-3-3 interaguje s molekulou AANAT

prostiednictvim dvou fosforylacnich mist. Molekuly AANAT jsou navazané uprostied

3-3 zpisobuje konformacni zménu, kterd umoziluje navazéni acetyl-koenzymu A a
serotoninu (Obsil et al., 2001). Protein 14-3-3 zpisobuje rapidni zménu struktury AANAT,
a tim i zménu afinity substratu k enzymu (Obsil and Obsilova, 2011).

Dalsi dostupnou strukturou proteinit 14-3-3 s navdzanym vazebnym partnerem je
komplex proteinu 14-3-3 s C-termindlni ¢asti Pma2, ktera se fadi do rodiny H™-ATPas
(obrazek ¢. 9 B). Tato rodina transmembranovych proteinti zajiStuje protonovy gradient,
ktery je hnaci silou pro piijem zivin a zajisténi bunécného tlaku. C-koncové ¢ast Pma2
zajiStuje autoregulaci aktivity prostfednictvim interakce s proteiny 14-3-3. Pomoci
proteinové krystalografie a kryoelektronové mikroskopie bylo potvrzeno, Ze dimer proteinu
14-3-3 interaguje s dvéma vazebnymi motivy obsahujici fosforylovany Ser938 v C-koncové
oblasti Pma2. Ziskana strukturni data v kombinaci s méfenim aktivity odhalily mechanismus
aktivace Pma2: proteiny 14-3-3 interaguji prostfednictvim fosforylovaného Ser938, kdy
dochdzi k tvorbé hexameru Pma2 v plasmatické membrané a tim i k plné aktivaci tohoto

transportéru (Ottmann et al., 2007).
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Obrazek ¢. 9 — A: Stuzkova reprezentace krystalové struktury komplexu AANAT:14-3-
3E(PDB kod: 1IB1), kdy protein 14-3-3 je zndzornen hnédou, modre je vyznacen dimer
AANAT (Obsil et al., 2001). B:Stuzkova reprezentace krystalové struktury komplexu
Pma?2:14-3-3(PDB kod:2098). Protein 14-3-3 je vyznacen hnédou, Pma2 je vyznacena
fialove (Ottmann et al., 2007).

Dalsi krystalova struktura proteinu 14-3-3 s vazebnym partnerem byla publikovana
v roce 2011. Interakéni partnerem je florigen, ktery je univerzalni rostlinny hormon dualezity
pro kveteni. Pro objasnéni mechanismu ptlisobeni tohoto proteinového hormonu byla
vyreSena krystalova struktura florigenu Hd3a s proteinem 14-3-3 (obrazek ¢. 10 A). Vyzkum
potvrdil ulohu proteinti 14-3-3 jako intraceluldrnich receptorit pro florigen, kdy dochazi
k soucasnému navazani florigenu Hd3a nezavisle na fosforylaci na mén¢ konzervované ¢asti
proteinu 14-3-3 a =zaroven transkripéniho faktoru OsFDI1 do vazebného zladbku
prostfednictvim fosforylace Ser192 (Taoka et al., 2011). Tvorba ternarniho komplexu 14-3-
3:Hd3a:OsFD1 je klicova pro iniciaci vzniku kvéth u ryze (Taoka et al., 2013).

V roce 2017 byla publikovana dalsi struktura proteinti 14-3-3 v komplexu s interak¢nim
partnerem HSPB6 (HSP70), ktery se fadi do rodiny HSP (z angl. small heat shock proteins)
(obrazek 10 B). Tato velika rodina proteint zajiSt'uje univerzalni odpovéd’ bunck na stresové
situace: vysoka teplota, extrémni hodnoty pH nebo ptitomnosti tézkych kovl (Mymrikov et
al., 2011). Interakce proteint 14-3-3 s HSP70 hraje dtlezitou roli v nékolika patologickych
procesech: relaxace mékkych tkani, subarachnoidalni krvaceni, astma nebo vysoky krevni
tlak. Na zaklad¢ struktury komplexu bylo potvrzeno, ze HSPB6 interaguje s proteinem 14-
3-3 pomoci fosforylace na Serl6, ktery se nachdzi v nestrukturované oblasti na N-konci
(NTD). Strukturovana ¢ast HSPB6 ACD (z angl. A-crystalline domain) je dimerni. Proteiny
14-3-3 interaguji s ACD prostfednictvim C-terminélnich a-helixti, kdy vznika antiparalelni
motiv s beta-listy ACD. Prvnim krokem vzniku komplexu HSPB6:14-3-3 je pravdépodobné
interakce motivu s fosforylovanym Serl6, kterd ma za nasledek zapojeni i druhého
vazebného Zlabku proteinu 14-3-3. Na zdkladé téchto silnych interakci dochazi k blokovani

proteint 14-3-3 pro vazbu jinych proteinti (Sluchanko et al., 2017).
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Obrazek ¢. 10 — A: Stuzkova reprezentace krystalové struktury komplexu proteinu 14-3-3
(hneda) a florigenu (svétle zelena) s navazanym peptidem transkripcniho faktoru OsFDI1
(tmave zelena), PDB kod: 3AXY, (Taoka et al., 2013). B: Stuzkova reprezentace krystalové
struktury komplexu proteinu 14-3-3 (hnédad) a heatshock proteinu HSPB6 (syté riizova),
PDB kod: SLTW (Sluchanko et al., 2017).

Dalsi krystalovou strukturou je komplex proteinu 14-3-3 a exotoxinem Exo-S a Exo-T z
Pseudomonas aeruginosa (obrazek ¢. 11). Infekce oslabenych osob touto bakterii ma za
nasledek zdvazna onemocnéni napi. pneumonii. Dusledkem resistence na antibiotika je
poméme silné rozsifeni ve vzduchotechnice nemocnicnich zatizeni. Pfedchozi vyzkum i
nedavno publikované krystalové struktury obou ADP-ribosyltransferazovych (ART) domén
exotoxinll potvrzuji, ze interakce mezi proteiny je zajiSténa pomoci tzv. LDLA-boxu
(sekvence L**DLA*®) umisténého v ligand-vazebném 7labku proteinti 14-3-3. Pomoci
rozsahlé sité hydrofobnich a nespecifickych interakci proteiny 14-3-3 zajist'uji ochranu proti
agregaci béhem sekrece toxind do bun¢k, v tomto pfipad¢ neni interak¢ni partner proteinii
14-3-3 fosforylovan. Interakce je uskutecnéna prostfednictvim méné konzervovanych
oblasti proteind 14-3-3. V tomto pfipad¢ byly ziskany struktury dimeru proteinu 14-3-3 a
jedné molekuly Exo-S (resp. Exo-T, obrazek ¢. 11 A) a dimeru proteinu 14-3-3 a dvou
molekul Exo-S (resp. Exo-T, obrazek ¢. 11 B), na obrazku ¢. 11 jsou pouze struktury
s navazanym Exo-S (Karlberg et al., 2018).
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Obrazek ¢. 11 — A: Stuzkova reprezentace dimeru proteinu 14-3-3 (hnéda) a jedné molekuly
Exo-S (zelend), PDB kod: 6GNO. B: Stuzkova reprezentace dimeru proteinu 14-3-3 (hnéda)
a dvou molekul Exo-S (zelena), PDB kod: 6GNS (Karlberg et al., 2018).

Posledni vyfesena krystalova struktura komplexu proteinu 14-3-3 a neutralni trehalasy

Nth1 je pfedstavena v této disertacni praci.
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8 Cile disertac¢ni prace

Hlavnim cilem pfedkladané disertacni prace bylo studium mechanismu regulace

ruznych vazebnych partnerd proteinii 14-3-3: kvasni¢né neutralni trehalasa 1 (Nth1), lidska

prokaspasa-2 a kvasni¢ny antiporter Nhal. Pfi vyzkumu byly pouzity metody pro strukturni

charakterizaci proteini (proteinovych komplexii) metody fluorescencni spektroskopie,

proteinova krystalizace, analytickd ultracentrifugace (AUC), malothlovy rozptyl svétla

(SAXS) a cirkularniho dichroismu (CD).

1.

Objasnéni mechanismu regulace kvasni¢né neutralni trehalasy 1 (Nth1l)

prostiednictvim proteini 14-3-3

Krystalizace fosforylované formy Nth1 WT v komplexu s kvasni¢nym
proteinem 14-3-3

Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexu prokaspasy-2 (proC2) a

proteinu 14-3-3

Potvrzeni tvorby komplexu proC2'%3-4!

obsahujici fosforylované Ser139 a
Ser164 a urceni stechiometrie komplexu pomoci analytické ultracentrifugace
(AUC)

Ptiprava péti tryptofanovych (Trp) mutantnich forem proC2 pro nasledna
fluorescenéni méteni: Casové rozliSené dohasinani intensity a anisotropie Trp
fluorescence, zhdSeni Trp fluorescence akrylamidem

Stanoveni strukturnich zmén v jednotlivych oblastech proC2 indukované vazbou

proteinu 14-3-3 samotné a v komplexu s proteinem 14-3-3

Identifikace vazebnych mist intracelularniho C-konce antiporteru Nhal a vliv

kvasni¢ného proteinu 14-3-3 na jeho aktivitu

Ptiprava série mutantnich forem Nhal WT pro in vivo stanoveni tolerance
k alkalickym solim na pevném médiu a méfeni transportu a stanoveni
koncentrace alkalickych kationtli v buiikdch kvasinek

Urceni afinity Nhal syntetickych peptidii obsahujici jednotlivé fosforylované
seriny k proteinim Bmhl a Bmh2 a nasledna krystalizace proteinu Bmhl s
peptidem Nhal vykazujici nejvyssi afinitu

Piiprava konstruktu Nhal*¥*-% a jeho naslednd biofyzikdlni charakterizace

(samotného i v komplexu s Bmh2) pomoci metod AUC, SAXS a CD.
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9 Metody
9.1 Strukturni a biochemické metody

Pro strukturni charakterizaci studovanych proteintl a jejich komplexti s proteiny 14-3-
3 byla pouzita Siroké skala metod strukturni biologie. Metody, kterymi byla ziskana klic¢ova
data pro publikace, jsou proteinova krystalizace, kombinace metod vyuzivajici jevu
fluorescence (Casové rozliSené dohasindni intenzity fluorescence, casové rozliSené
dohasinani anisotropie fluorescence, zhaSeni fluorescence akrylamidem a fluorescencné
polarizacni esej) a malouhlovy rozptyl svétla. Méteni byla provedena na oddéleni Strukturni
biologie signalnich proteint na Fyziologickém ustavu AV CR v. v. i. (deta§ované pracovisté

BIOCEV) nebo na specializovanych pracovistich.

9.1.1 Proteinova krystalografie

Proteinové krystalografie je jedna z biofyzikalnich metod, kterd umoziuje urceni
struktury biomolekul s vysokym rozliSenim. Vysoké rozliSeni ziskanych struktur poskytuje
informace o vzajemnych interakcich mezi jednotlivymi aminokyselinovymi zbytky, proto
1ze objasnit reakéni mechanismus enzymu nebo navrhnout inhibitor enzymu jako potencialni
l1é¢ivo. Krystalizace proteinu je zdsadnim krokem k uspéSnému vyfeSeni proteinové
struktury. Déle vyznamny podil na tuspéSné krystalizaci nesou riizné faktory: pH
rozpoustédla, teplota, koncentrace proteinu atp. Problémy s krystalizaci proteinu mohou
nastat v ptipad¢, kdy protein obsahuje flexibilni ¢asti nebo nizka Cistota roztoku proteinu
(Guss, 2011).

Postupné bylo vyvinuto n¢kolik technik pro ptipravu krystalii proteind, vSechny
zahrnuji ptisobeni srdzecich cinidel: soli, vysSich alkoholti (PEG, glycerol) nebo ionti
tézkych kovl. Pro zisk krystall bylo vyvinuto nékolik metod: metoda visici kapky, metoda
sedici kapky, metoda krystalizace pod vrstvou oleje, mikrodialyza a metoda volné difuze
(Guss, 2011).

Proteinové krystaly jsou jako jiné organické molekuly citlivé na rentgenové zafeni, a
proto musi byt béhem sbéru difrakénich dat chranéné proti rentgenovému zéfeni. Za timto
ucelem je proteinovy krystal chranén roztokem kryoprotektantu (glycerol, PEG) a zamrazen

v tekutém dusiku (Guss, 2011).
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Detekované
rozptylené zareni

/ -

Krystal v nylovovém ocku

Model struktury
proteinu (stuzkova
reprezentace)

Obrazek ¢. 12 - Schéma difrakcniho pokusu (prevzato a upraveno z Guss, 2011)

Difrakéni méteni se provadi za vyuziti rentgenového zateni, které dopada na krystal
(obrazek ¢. 12). Krystalem se béhem sbéru dat otaci, zaroven je ochlazovan parami dusiku,
aby nedochazelo k poskozeni. Paprsky rentgenového zafeni jsou rozptyleny na krystalech
proteinu, a nasledné jsou zachytdvany detektorem. Ziskana data (obsahujici amplitudy i faze)
jsou nasledné¢ integrovéna a pomoci inverzni Fourierovy transformace je vypocitana mapa
elektronovych hustot. Zatimco amplitudy (druhd odmocnina intenzity rozptylené¢ho zareni)
jsou ziskany piimo difrakénim experimentem, faze rozptylené vilny nemutize byt métena
pfimo, vznika fazovy problém. Pro odstranéni fazového problému bylo vyvinuto nékolik
zpusobu feSeni. V soucasné dobé velmi pouzivanym zplisobem je molekularni nahrazeni,
kdy chybéjici fazovou informaci ziskame ze zndmé krystalové struktury jiného proteinu,
ktery musi vykazovat vysokou sekvencni homologii. Déle jsou k dispozici metody
anomalniho rozptylu (MAD/SAD z angl. Multi-/Single- wavelength anomalous diffraction),
kdy dochazi k rozptylu na téZkych atomech, z ¢ehoz Ize ur€it jejich poloha a nasledné odecist
fazovd informace o struktufe. DalS$i metody jsou zaloZeny na izomorfnim nahrazeni
(MIR/SIR z angl. Multi-/Single- isomorphous replacement): kdy jsou méteny difrakce
krystalti proteinu, které byly inkubovany v roztoku obsahujici t¢zké kovy, porovnanim
difrakce krystalli s navazanymi t€zkymi kovy a krystaly bez kovl Ize ziskat fazovou
strukturni informaci (Guss, 2011).

Pro ziskani krystali komplexu NthIWT:Bhm1AC byly pfipraveny oba proteiny
v dostatecném mnozstvi a zadouci Cistoté. Krystalizace komplexu probihala pomoci metody
visici kapky, kdy byl smichan komplex NthIWT:BmhlAC (moldrni pomér 1:2)
s krystalizacnimi podminkami komercnich kit: Midas, Morpheus, Crystal screen 1+2,

JCSG III, Index a Pentaerythreitol HTS a to v poméru 1:2. Krystaly vhodné k difrakénim
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testim byly ziskény v roztoku obsahujici 200 mM octan vapenaty, 100 mM kakodylat sodny
(pH 6,5), 18% (w/v) PEG 8000 a 12% (w/w) sacharosu. Krystaly byly zamrazeny a ndsledné
méfeny v pritomnosti 30% (w/v) roztoku glycerolu. Data s dostate¢nym rozliSenim byla
naméiena prof. RNDr. Tomasem Obsilem, Ph.D. a RNDr. Veronikou Obsilovou, Ph.D. na
synchotronu BESSY v Berlin¢. Struktura komplexu byla vyfeSena prof. RNDr. Tomasem
Obsilem, Ph.D. Detailnéjsi popis ptipravy krystalli a nasledné zpracovani dat je popsano v
publikaci €. 1.

Protein Bmh1AC a synteticky peptid antiporteru Nhal obsahujici fosforylovany
Serd81 (sekvence AGRSFpS481LHRM) byly smichany v molarnim poméru 1:2 v pufru o
slozeni: 20 mM HEPES (pH 7,0), 2 mM MgCl, and 2 mM TCEP. Pro krystalizaci byla 1
v tomto piipad¢ pouzita metoda visici kapky, kdy smés proteinu a peptidu o koncentraci 16
mg/ml byla pfidana do krystalizacni podminky obsahujici 150 mM KBr a 30% (w/v) PEG
2K MME. Tato podminka byla vybrana jako nejvhodnéjsi po krystalizaénim screenu
komercénich kitd: JCSG+, Crystal screen 1+2, Index (obsahujici vitéznou podminku),
Morpheus, PEG screen PACT a XP Jena. Krystaly vhodné pro méteni difrakénich dat byly
zamrazeny do tekutého dusiku v pfitomnosti 30% (v/v) PEG 400. Sbér difrakénich dat
probéhl opét na synchrotronu BESSY v Berling prof. RNDr. Tomasem Obsilem, Ph.D. a
RNDr. Veronikou Obsilovou, Ph.D. K feSeni krystalové struktury byly pouzity softwary:
XDS and XDSAPP, pro feSeni fazového problému byla pouzita metoda molekularniho
nahrazeni funkci MOLREP pomoci krystalové struktury komplexu Nthl WT:Bmh1AC,
(PDB kod: 5N6N) a rafinovéna s rozliSenim 2.9 A pomoci programti COOT a PHENIX a
vlozen do PDB (z angl. Protein Data Bank) pod kdédem 6QKS. Cely proces feSeni struktury
a jeji finalizace byly provedeny ve spolupraci s RNDr. Veronikou Obsilovou, Ph.D.

Detailnéjsi popis ptipravy krystalil a feSeni struktury je popsan v publikaci €. 4.
9.1.2 Fluorescenéni méreni

Celkova fluorescence proteini je dana souhrnem fluorescenci vSech fluorofort
obsazenych v molekule proteinu. Aromatické aminokyseliny tryptofan (Trp), fenylalanin
(Phe) a tyrosin (Tyr) jsou dominantni fluorofory v proteinech. Nejsilnéj$i intenzitu
fluorescence lze pozorovat u tryptofanu, proto se jich vyuziva ke strukturnim studiim
proteini a studiim jejich konformac¢nich zmén. Cilend mutageneze umoziluje pfipravit
mutantni formy proteint, které obsahuji uméle zavedené tryptofany (Albrecht, 2008). U

takovychto mutantnich proteint je vhodné riznymi metodami (napft. diferencni skenovaci
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fluorimetrii, Niesen et al., 2007) zjistit, zda mutaci nedoslo k zasadnim strukturnim zménam
v molekule proteinu.

Maximalni absorpce tryptofanu je pozorovana u vinové délky dopadajiciho zateni
A =280 nm. Emise takto excitovaného tryptofanu se pak projevi zafenim v oblasti vinovych

délek od 300 do 350 nm, v zavislosti na okolnim prosttedi (Albrecht, 2008).

9.1.2.1 Casové rozliSené dohasinani intenzity fluorescence

Casové rozlisené dohasinani fluorescence tryptofanu obsazeného v molekule proteinu
je uzitecnym nastrojem ke zjistovani charakteru jeho mikrookoli. Dohasindni fluorescence
tryptofanu je dano hodnotou stfedni doby zivota excitovaného stavu tmean (z angl. mean -
stiedni). Tato metoda poskytuje informace o dynamice molekul a jejich vzajemné interakeci.
Stfedni doba zivota excitovaného stavu fluoroforu zuean je definovana jako ¢as mezi excitaci
a emisi svétla pfi navratu fluoroforu do jeho zékladniho elektronového stavu.

Dohasinani intenzity fluorescence lze popsat rovnici €. 1 jako exponencidlni pokles

intenzity fluorescence v zavislosti na sttedni dob¢ Zivota:

t
I = IO e Tmean, (I‘OVIliCG ¢. 1)

kde I je intenzita fluorescence, I, je poc¢atecni intenzita fluorescence a ¢ je Cas.

Pro charakterizaci proC2 vapo form¢ a v komplexu s proteinem 14-3-3 bylo
pfipraveno celkem pét tryptofanovych mutantt (Trp151, Trp188, Trp218, Trp385 a Trp426)
a protein 14-3-3§ bez pfirozené se vyskytujicich tryptofand (14-3-3§ W59F a W228F,
(Obsilova et al., 2004)), které poskytly informace o zménach v mikrookoli jednotlivych
tryptofanti po tvorbé komplexu.

Vzorky pro casové rozliSené méfeni dohasinani fluorescence jednotlivych
tryptofanovych mutantli proC2 byly méfeny a vyhodnocovany ve spolupréci s prof. RNDr.
Petrem Hefmanem, CSc. z MFF UK. Detailnéj$i popis ptipravy vzorkl je popsan v publikaci
¢. 3.

9.1.2.2 Casové rozliSené dohasinani anisotropie fluorescence

Anizotropie fluorescence je jev, kdy svétlo emitované fluoroforem ma pfi riznych
orientacich fluoroforu riznou intenzitu. Veli¢ina nazvana jako anizotropie » (nestejnorodost)

popisuje uroven polarizace emitovaného zafeni. Jeji pokles zavisi na rychlosti pohybu
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tryptofanu (rychlosti rotace molekuly), kterou charakterizuje rotaéni korelaéni &as ¢ (s). Cim
je rychlost pohybtl fluoroforu vétsi (tj. v ptipadé malych rotacnich korelac¢nich ¢ast ¢, tim
rychleji se zmensSuje polarizace daného zareni a my pozorujeme mensi anizotropii ». Pomoci
korela¢niho ¢asu a doby zivota excitovaného stavu 7 je anisotropie » definovana Perrinovou
rovnici (rovnice €. 2):

p=—t0_ (rovnice ¢. 2)

T
1+~

¢

Béhem meéfeni je zaznamenana intenzita / fluorescence ve dvou orientacich:

I} rovnobézna s orientaci absorbovaného zafeni a I| je kolma na prvni orientaci.

Hodnotu anizotropie  1ze pak urcit podle rovnice €. 3:

_ hi-I

= rovnice €. 3
T ( )

Pro molekuly vykonavajici v jednom okamziku vice druhi pohybli najednou je

celkova anizotropie vyjadiena jako soucet (rovnice €. 4) jednotlivych ptispévkil anizotropii.

S|

r(t) = Y;Pie 9, (rovnice €. 4)

kde p: ptedstavuji amplitudy popisujici distribuci rotacnich korelacnich casti ¢; a jejich
souctem je vnitini anizotropie v €ase t = 0 s. Amplitudy lze ziskat metodou maximalni
entropie SVD-MEM (Vecer and Herman, 2011).

Za celem meéfeni byly pouzity totozné mutantni formy proC2 a proteint 14-3-3
zminéné v kapitole 9.1.2.1. Vzorky pro €asov€ rozliSené méfeni dohasindni anizotropie
fluorescence tryptofanii byly méfeny a vyhodnoceny ve spolupraci s prof. RNDr. Petrem
Hefmanem, CSc. z MFF UK. Vysledné zmény hodnot tryptofanové mobility poskytly
informace o hydrofobnich vlastnostech jednotlivych tryptofanti. Detailnéj$i popis ptipravy

vzorkl je popsan v publikaci €. 3.
9.1.2.3 Zhaseni fluorescence akrylamidem

SniZeni intenzity fluorescence se nazyva zhaseni, tento jev je zplisoben rGznymi

procesy. V proteinech riizné tryptofany mohou mit riznou pfistupnost k rozpoustédlu
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obsahujici zhéasedlo, a tim padem i riznou intenzitu zhaSeni. V disledku navazani proteinu
k ligandu, vzniku komplexu protein - protein, nebo zménou pH okolniho prostiedi apod.
muze dojit k strukturnim zméndm a ke zménam charakteru mikrookoli tryptofanu. Jako
zhésedlo se muze pouzit napf. akrylamid, halogeny, kyslik nebo tézké kovy (Albrecht,
2008).

Pro mechanismus zhaseni na molekularni urovni byly zavedeny dva zptsoby: zhaSeni
statické, které nastava diky tvorbé nezafivych komplext se zhaSedlem a neni zédvislé na
difuzi fluoroforu ani zhasedla. Druhym typem zhaSeni je zhaSeni dynamické, které zavisi na
difuzi fluoroforu a rozpoustédla a je dano Stern-Volmerovou rovnici (rovnice €. 5) ve tvaru

L =1+k, -7, -[Q], (rovnice €. 5)
[ q
kde Iy a I jsou intenzity fluorescence v nepfitomnosti, respektive pfitomnosti rozpoustédla,
ky je tzv. bimolekularni rychlostni konstanta zhaseni (s/), 7y je doba Zivota excitovaného
stavu fluoroforu v nepfitomnosti zhasedla (s), /O] je molarni koncentrace zhasedla (mol - I

7). Soucin k, a 19 je oznadovan jako Stern-Volmerova konstanta K.
. I . O . rwr . I
Stern-Volmerova rovnice ma tvar linedrni rovnice a vynasi se do grafu jako 70 =

f(Q]). Stern-Volmerovym grafem lze ziskat hodnotu K, kterd je smérnici vynesené
piimky.

Za ucelem méfeni zhaSeni fluorescence akrylamidem byly pouzity totozné mutantni
formy proC2 a proteinti 14-3-3 zminéné v kapitole 9.1.2.1. Vysledné hodnoty Stern-
Volmerovy konstanty poskytly informace o pfistupnosti jednotlivych tryptofani proC2

k rozpoustédlu. Detailngjsi popis piipravy vzorki je popsan v publikaci €. 3.
9.1.2.4 Fluorescencné polarizacni esej

Fluorescencné polarizacni esej je rychla a u¢innd metoda, kterou lze detekovat
interakce proteinu a malé organické molekuly (substratu, inhibitoru, DNA nebo peptidu).
Fluorescencné znaena molekula (fluorofor) je excitovana polarizovanym svétlem, nasledné
emituje polarizované svétlo, které je nepfimo imérné rychlosti rotace molekuly. KdyzZ je
fluorofor, ktery je kovalentné pfipojen k malému (méné€ nez 1500 Da) ligandu excitovan
polarizovanym svétlem, bude emitované svétlo do zna¢né miry depolarizovano. Tento jev
je zpusoben reorientaci fluoroforu béhem jeho excitovaného stavu. V pfipadé vazby

zna¢eného ligandu na protein s vysokou molekulovou hmotnosti (nad 10 kDa) vykazuje

cv w7
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Béhem méieni je stejné jako v pfipadé meéfeni anizotropie fluorescence zaznamenana
intenzita fluorescence ve dvou orientacich: rovnob€zna s orientaci absorbovaného zareni, a
intenzita fluorescence kolma na prvni orientaci.

Hodnotu polarizace P lze pak vypocitat podle rovnice €. 6:

_ h-li
I||+IJ_’

(rovnice €. 6)

kde P je polarizace fluorescence, I, je intenzita fluorescence v kolmém sméru a I, je intenzita
fluorescence v kolmém sméru (Moerke, 2009).

Pro méfeni fluorescencné polarizované eseje byly navrzeny a objednany syntetické
peptidy obsahujici jednotlivé fosforylované aminokyselinové zbytky antiporteru Nhal
(pSerd72, pSerd79, pSerd481 a pSer544) znacené fluorescencnim markerem FITC (z angl.

fluorescein isothiocyanate). Detailnéj$i popis ptipravy vzorkl je popsan v publikaci €. 4.

9.1.3 Malouhlovy rozptyl svétla

Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS, z angl. Small Angle X-ray
Scattering) je metoda Casto vyuzivana k ziskani strukturni informace makromolekul s
nizkym rozliSenim (minimaln¢€ jednotky nm) v porovnéni s proteinovou krystalografii. Diky
moznosti mefeni vzorku v roztoku s téméf libovolnym sloZzenim, je metoda vhodna pro
studium proteini a DNA, které si zachovavaji si svou nativni strukturu. Pomoci SAXSu Ize
ziskat mnoZstvi informaci popisujicich strukturu i dynamiku makromolekuly v roztoku,
ptipadné tvorbu komplexii ¢i zménu konformace po vazbé ligandu. Mezi takovéto informace
patii napt. tvar molekuly/komplexu, jeji velikost, oligomerni stav ¢i molekulova hmotnost
M,,.. SAXS se také vyuziva ke kvantitativni analyze flexibilnich systéma (Bernad6 and
Svergun, 2012).

Roztok makromolekuly o urcité koncentraci je umistén v kiemenné kapilate a je
osvécovan rentgenovym elektromagnetickym zafenim, které je nasledné rozptylovano na
elektronovych oblacich jednotlivych atomti. Zateni je detekovano pod malymi thly (0 - 15°).
Intenzita rozptyleného zéateni /(s) je imérnd mnozstvi molekul (koncentraci roztoku), na
kterych dochazi k rozptylu.

Nameétend data se radidln€ integruji pro ziskani jedno-dimensiondlni zavislosti
intenzity rozptyleného zéateni / na uhlu rozptylu 26. Rozptylovy vektor s zavisi na uhlu
rozptylu podle rovnice €. 7,
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sin6

S =A4m P

(rovnice €. 7)

kde 4 je vlnova délka rentgenového zateni.

Zavislost intenzity rozptyleného zéfeni I na rozptylovém vektoru s je ddna rovnici €. 8:

I1(s) = 4n fODm“x P(r) Sins(:r) dr, (rovnice €. 8)

P(r) je distribu¢ni funkce vzdalenosti uvnitt molekuly a Dy je maximalni vzdalenost v
ramci rozptylujici molekuly. Pfi odhadu velikosti molekuly pro malé rozptylové vektory s

plati tzv. Guinierova aproximace uvedena v rovnici €. 9.

I —s2R2q .
In== \ (rovnice €. 9)

Pro ur€eni gyracniho poloméru je nutné R, méfit jako funkci koncentrace proteinu a
extrapolovat na nulovou koncentraci.

Protein Nhal#4%a Bmh2 byly méfeny v sérii koncentraci 1,9 mg/ml a 1,6 — 7,7
mg/ml. Komplex Nhal*%%:Bmh2 byl méfen v rozmezi koncentraci 5,5 — 24,8 mg/ml
v pufru obsahujicim 20 mM TRIS-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM TCEP a 3% (w/v)
glycerol. Vyhodnoceni dat provedla RNDr. Veronika ObSilova, Ph.D. pomoci programi
ATSAS Software Suite (Konarev et al., 2006), PRIMUS (Konarev et al., 2003), GNOM
(Svergun, 1992). Podobny popis prubéhu experimentu je uveden v publikaci €. 4.

9.2 Fyziologické metody

Pro identifikaci serint, které jsou dilezité pro interakci kvasniénych proteinti 14-3-3
a antiporteru Nhal byly pouzity metody in vivo. Tato méteni byla provedena pod vedenim
RNDr. Olgy Zimmermannové, Ph.D. na oddéleni Membranového transportu na

Fyziologickém ustavu AV CR.

9.2.1 Stanoveni tolerance kvasinek k solim na pevném médiu

Pro stanoveni tolerance kvasinek k alkalickym iontlim byly pfipraveny Petriho misky
s pevhym YNB médiem obsahujici ptislusnou sl (LiCl, NaCl a KCl) o urcité koncentraci a
pH. Pro tento pokus bylo pfipraveno deset mutantnich forem antiporteru Nhal (WT, S472A,
S479A, S481A, S544A, S472A + S544A, S479A + S544A, S481A + S544A, S479A +
S481A, S472A + S479A + S481A + S544A) a prazdny vektor Yep352 jako kontrolni vzorek.
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Tyto varianty Nhal byly nasledn¢ transformovany do kvasni¢ného kmene BW31 a pomoci
specidlniho ,,jezka® pfeneseny v kapkach na pevné testovaci médium. Rist kvasinek
probihal pfi konstantni teploté 30 °C. Fotografie dokumentujici rist kvasinek v riiznych
prostiedich byly pofizovany po sedm dni s intervalem dva dny. Podobny popis prubéhu

experimentu je uveden v publikaci €. 4.

9.2.2 Méreni transportu a stanoveni koncentrace alkalickych kationti
v bunikach kvasinek

Pro méfeni transportni aktivity antiporteru Nhal byly kvasinky s vlozenym pfislusnym
vektorem kultivovany pii 30°C a pii OD? ~ 0,2 stoceny, resuspendovany v lysaénim pufru
a omyty destilovanou vodou. Pro méfeni transportu sodnych kationti byly kvasinky
inkubovany v pufru obsahujicim 100 mM NaCl po dobu 60 min. Po zahdjeni transportu
sledovaného kationtu bylo vzdy odebrano ptesné mnozstvi kvasniéné kultury, a to v
casovych intervalech: 1, 5, 10, 20, 30, 45, 60 min. Transport kationtd byl zastaven
proplachnutim kvasinek promyvacim pufrem a nésledné extrakci jejich bunééného obsahu
do extrak¢éniho roztoku. Koncentrace kationtll byla stanovena pomoci atomové absorpcni
spektroskopie (Rodriguez-Navarro and Ramos, 1984). Pro tento pokus byly pouzity
mutantni formy antiporteru Nhal, které jsou zminény v kapitole 9.2.1. Podobny popis

prabéhu experimentu je uveden v publikaci €. 4.
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10 Vysledky a diskuze
10.1Publikace ¢. 1

ALBLOVA M, SMIDOVA A, DOCEKAL V, VESELY J, HERMAN P, OBSILOVA V,
OBSIL T. (2017) Molecular basis of the 14-3-3 protein-dependent activation of yeast neutral
trehalase Nth1. Proc Natl Acad Sci U S A. 114:E9811-E9820.

10.1.1 Uvod

Jako jeden ze zdroji energie pii nestandardnich situacich vyuzivaji kvasinky
byl nastinén pravdépodobny mechanismus regulace aktivity Nthl prostfednictvim
kvasni¢nych proteinti 14-3-3. Pro plnou aktivaci Nthl je nutnd pfitomnost vapenatych
kationtt, fosforylace Ser60 a Ser83 pritomnych v N-koncové ¢asti Nthl a tvorba komplexu
s proteiny 14-3-3 a to v molarnim poméru 1:2 (Macakova et al., 2013). V posledni fazi
vyzkumu byla ziskana krystalova struktura Nth1WT:Bmh1AC ve vysokém rozliSeni, ktera

umoznila objasnéni unikatniho mechanismu regulace na molekularni urovni.

10.1.2 Mechanismus regulace neutralni trehalasy 1 pomoci proteinu 14-3-3

Proteiny Nth1WT a Bmh1AC byly exprimovany a purifikovany podle standardnich
optimalizovanych protokoll s dostate¢nymi vytézky pro krystalizani pokusy a smichany
v poméru 1:2. Nejprve byl proveden krystalizacni screen pomoci automatizovaného systému
Gryphon, kdy bylo testovano Sest komer¢nich sad krystalizacnich podminek: Midas,
Morpheus, Crystal screen 1+2, JCSG III, Index a Pentaerythretol HTS. Nejkvalitnéjsi
krystaly vhodné pro difrakéni méteni byly ziskany v optimalizované podmince o slozeni:
200 mM octan vapenaty, 100 mM kakodylat sodny (pH 6,5), 18% (w/v) PEG 8000 a 12%
(w/w) sacharosu. Data s dostatecnym rozliSenim byla naméfena prof. RNDr. TomaSem
Obsilem, Ph.D. a RNDr. Veronikou ObSilovou, Ph.D. na synchotronu BESSY v Berliné.
Struktura komplexu byla vyfesena prof. RNDr. Tomasem Obsilem, Ph.D.

Na obrazku ¢. 13 A, B je znazornéna stuzkova reprezentace Nth1WT v komplexu
s proteinem Bmhl zkracenym o C-konec. Strukturni data byla zpracovana metodou
molekularniho nahrazeni za pouziti krystalové struktury katalytické domény Nthl (PDB
kod: SM4A, Aneta Smidova, 2016) a lidské isoformy 14-3-3& (Yang et al., 2006).
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Struktura komplexu NthlWT:BmhlAC potvrdila interakci prostfednictvim
fosforylovanych Ser60 a Ser83, ale zaroven s vapnik-vazebnou doménou (cca 81 %

kontakt) a katalytickou doménou (19% kontaktit).

Obrazek ¢ 13 — A: Stuzkova reprezentace krystalové struktury komplexu NthiWT
s proteinem Bmhl zkrdcenym o nestrukturovany C-konec (PDB kéd: SN6N). Zlutou a
hnédou je zndzornen dimer proteinu Bmhl1, zelenomodrou je vyznacena katalyticka doména
Nthl s navazanou sacharozou (SUC) v aktivnim centru. Svétle modrou je vyznacena vapnik-
vazebna doména Nthl s navazanym kationem vapniku. B: Struzkova reprezentace krystalové
struktury komplexu Nth1WT s proteinem Bmhl zkracenym o nestrukturovany C-konec (PDB

kod: 5N6N). C: Detailni pohled na vapnik vazebné misto ve vapnik-vazebné doméné.

Krystalova struktura NthIWT v komplexu s proteinem Bmhl odhalila prostorové
usporadani okoli fosforylovanych Ser63 a Ser80, které jsou navazany do ligand-vazebnych
zlabkli dimeru proteinu 14-3-3, kde tvofi zdsadni nespecifické protein-protein interakce
pomoci napt. solnych mustkll (mezi Nth1 Ser60 a Bmhl1 Glul36, Glul85).

Vépnik vazebna doména (rezidua 96-176), které se nachadzi mezi nestrukturovanym
N-koncem s fosforylovanymi Ser60 a Ser80 a katalytickou doménou Nthl, je ve struktuie
umisténa do centralniho vazebného kanalu dimeru Bmh, kde tvofi rozsahlou sit’ vodikovych

vazeb s helixy Bmhl (konkrétné Al, A3 a A9 a smyckou mezi Al a A2). Tato doména je
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slozena ze tii a helixti a dvou antiparalelnich B sheetd. V této doméné se zaroven nachazi
tzv. EF-hand-like motiv (rezidua D'"*TDKNYQITIED'?®) a to ve smy¢ce mezi a3 helixem
a B2 sheetem. Kation vapniku se nachazi v konfiguraci pentagonalni bipyramidy a interaguje
s postrannimi fetézci Aspl14, Aspl16, Asnl118 a Aspl125, karbonylovou skupinou GIn120

a molekulou vody.
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Obrazek ¢ 14 — Detailni zobrazeni interakce mezi katalytickou doménou (tyrkysova)

obsahujici sekvenci ,,lid loop *“ (Cervenad) a CaBD (modroseda).

Katalytickd doména Nthl (rezidua 180-751) se v ramci komplexu nachazi nad
centralnim vazebnym kanalem Bmhl a vapnik vazebnou doménou. Kontakty s proteinem
Bmh1 jsou zprostiedkovany pomoci helixti A8 a A9 na C-konci monomeru Bmhl, interakce
s vapnik-vazebnou doménou prostifednictvim helixu a4. V katalytické doméné se nachézi
kratka konzervovand aminokyselinova sekvence tzv. ,,lid loop* (obrazek ¢. 14), ktera hraje
pfi aktivaci Nthl velmi dilezitou roli. ,,Lid loop* o sekvenci 685-700 je neuspoiadany,
ovSem po vazb& 14-3-3 je stabilizovan dulezitymi rezidui pro katalytickou aktivitu a spolu
se spravnou orientaci katalytické domény a CaBD vuci proteinu 14-3-3 dotvaii aktivni

centrum enzymu schopné §tépit trehalosu.

10.1.3 Diskuze

V této praci byla vyfeSena a publikovana krystalova struktura komplexu proteinu 14-
3-3 sjeho vazebnym partnerem. Tato krystalovd struktura odhaluje molekularni
mechanismus regulace multidoménového enzymu, ktery je allostericky ovliviiovan proteiny

14-3-3. Dale potvrzuje schopnost proteinti 14-3-3 modulovat a regulovat své vazebné
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partnery prostifednictvim interakce s nestrukturovanymi ¢astmi interakénich partner, které
obsahuji fosforylacni mista.

Proteiny 14-3-3 interaguji s jinymi proteiny pomoci fosforylovanych motivi, tyto
specifické interakce jsou potiebné pro spravnou funkci mnoha dilezitych biologickych
procesu. Trehalasy, které jsou klicové enzymy pro bunécny metabolismus, jsou odlisné pro
prokaryotni a vyssi eukaryotni organismy. Eukaryotni varianty neutralnich trehalas obsahuji
delsi N-konec s dvéma vazebnymi motivy pro proteiny 14-3-3 a vapnik vazebnou doménu
(CaBD). Katalyticka doména navic obsahuje flexibilni ,,lid loop*“. Vazba proteinu 14-3-3 na
fosforylovanou formu neutralni trehalasy 1 (Nth1) dramaticky zvySuje katalytickou aktivitu
Nthl a to uvedenim katalytické domény a CaBD do spravné vzajemné prostorové
konfigurace. Nasledné se tak stabilizuje jiz zminény ,,lid loop* nad aktivni centrum Nthl,

ktery poskytne kli¢ové aminokyseliny pro katalyzu.

10.2 Publikace ¢. 2

KALABOVA D, SMIDOVA A, PETRVALSKA O, ALBLOVA M, KOSEK D, MAN P,
OBSIL T, OBSILOVA V. (2017) Human procaspase-2 phosphorylation at both S139 and
S164 is required for 14-3-3 binding. Biochem Biophys Res Commun. 493:940-945.

10.2.1 Uvod

Kaspasa-2 se tfadi mezi nejkonzervovanéjSi kaspasy napii¢ organismy a hraje
dilezitou roli v apoptose a metabolismu. Ve formé proenzymu kaspasa-2 obsahuje tii
domény: v N-koncové ¢asti doména CARD a v C-koncové ¢asti podjednotky p19 a p12. V
pfipadé maturace na kapsasu-2 je odstépena doména CARD a vznikd heterotetramer.
Kaspasa-2 ve formé neaktivniho proenzymu interaguje s proteinem 14-3-3, kdy je blokovéana
jeji maturace a aktivace. Interakce proteinu 14-3-3 a prokaspasy-2 (proC2) byla predikovana
s moznymi dvéma interakénimi misty: fosforylovany Ser139 a Ser164 (Tinti et al., 2014),
nicméné vznik této interakce nebyl experimentalné potvrzen. Cilem publikace €. 2 bylo
potvrdit tvorbu komplexu proC2 a proteinu 14-3-3 a potvrdit predikovana fosforylaéni
mista. Potvrzeni interakce proC2 a proteinu 14-3-3 a jeji charakterizace muze v disledku

vést k pochopeni role proC2 v patogennich procesech.
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10.2.2 Ovéreni interakce prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3 prostiednictvim
fosforylovanych Ser139 a Ser164

Pro ovéteni interakce proC2 a proteinu 14-3-3 in vitro byly pfipraveny oba proteiny
v dostate€ném mnozstvi a Cistoté¢ pro meéfeni dat analytické ultracentrifugace podle
zavedeného protokolu. Konstrukt proC2 obsahujici vSechny tii domény (sekvence 32-452)
byl obsazen v nerozpustnych frakcich, z tohoto divodu byl piipraven zkraceny konstrukt
(sekvence 123-452), ktery neobsahoval doménu CARD. ProC2'?***2 byla fosforylovéna na
obou jiz zminénych serinovych zbytcich a fosforylace byla ovéfena pomoci nativni TBE
elektroforézy. Pro méteni analytické ultracentrifugace byly roztoky proteinu 14-3-3C, proC2
a komplex proteini v riznych pomérech a pteneseny do specidlnich kyvet. Méfeni a

vyhodnoceni dat bylo provedeno Mgr. Olivii Petrvalskou, Ph.D.

—— proC2(dp) (5 pM)
0.4 — 14-3-3C (10 uM)
: proC2(dp):14-3-3C (1:1)
—— proC2(dp):14-3-3¢ (1:2)
proC2(dp):14-3-3C (1:4)

0.3 -

0.2 1

c(s) (AU/S)

0.1 1

0 SN N

sedimentation coefficient (S)

Obrazek ¢. 15 — Vysledna distribuce sedimentacnich koeficientii S proC2, proteinu 14-3-3¢

a jejich riiznych pomerii.

Vysledky méfeni analytické centrifugace potvrdily tvorbu komplexu proC2 a
proteinu 14-3-3C, kdy jsou oba serinové zbytky (Ser139 a Ser164) fosforylované a zaroveil
bylo zjiSténo, Ze jedna molekula proC2 se vazné na dimer proteinu 14-3-3. Na obrazku €. 15
je zelené znazornéna distribuce sedimentacnich koeficient o jenom lokalnim maximu

ukazuje na tvorbu komplexu o sedimentacnim koeficientu o hodnoté¢ ptiblizné 4,8.
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10.2.3 Diskuze

Kaspasa-2 patfi mezi nejvice konzervované kaspasy, ktera ovlivituje patobiochemické
procesy spojené s rakovinovym bujenim, navic obsahuje mozna fosforyla¢ni mista, na ktera
se vazi proteiny 14-3-3. Jako nejpravdépodobnéjsi fosforylaéni mista byla predikovany
Ser139 a Ser164, které jsou umistény v sekvenci spojujici domény CARD a p19. Vysledky,
které shrnuje publikace €. 2, jsou v souladu s vysledky bioinformatické predikce a potvrzuji
interakci proC2 s proteinem 14-3-3 v molarnim poméru 1:2 a za soucasné plné fosforylace
obou serinti (Ser139 a Ser164). Porovnani sekvenci kaspas navic ukdzalo na pfitomnost
jaderné lokaliza¢ni sekvence (NLS, rezidua P'*’LYKKLRL!*%) u proC2, ktera se nachazi
v totozné spojovaci sekvenci jako interak¢ni mista pro proteiny 14-3-3. Je proto
pravdépodobné, ze vazba proteinu 14-3-3 na proC2 bude mit vliv na subcelularni lokalizaci

proC2.

10.3Publikace ¢. 3

SMIDOVA A, ALBLOVA M, KALABOVA D, PSENAKOVA K, ROSULEK M,
HERMAN P, OBSIL T, OBSILOVA V. (2018) 14-3-3 protein masks the nuclear
localization sequence of caspase-2. FEBS J. 285:4196-4213.

10.3.1 Uvod

V ptechozi publikaci (kapitola 10.2) byla potvrzena interakce fosforylované
prokaspasy-2 (Ser139 a Ser164) a proteinu 14-3-3( in vitro. V dalsi ¢asti projektu byla jako
hlavni cil vytyCena charakterizace struktury proC2 samotné a v komplexu s proteinem 14-3-
3. Krystalizacni pokusy komplexu nicméné vzdy vyustily v krystaly v neodpovidajici kvalité
pro difrakéni méfeni, nebo krystaly obsahujici pouze protein 14-3-3. Z tohoto divodu pro
asteénou strukturni charakterizaci byly pouzity jiné metody strukturni biologie. Cast
pouzitych metod vyuzivala jevu fluorescence: Casové rozliSené dohasindni intenzity
fluorescence, Casové rozliSené dohasinani anisotropie fluorescence, zhaSeni fluorescence
akrylamidem. Strukturni charakterizace zmén proC2 vlivem vazby proteinu 14-3-3 pomtize
odhalit molekularni mechanismus této regulace, a tim pfispét k porozumeéni roli kaspasy-2

v biomedicinsky dulezitych procesech.
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10.3.2 Strukturni charakterizace komplexu prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3

Za ucelem meieni série fluorescencnich méfeni bylo piipraveno celkem pét
tryptofanovych mutanti proC2, jednotlivé tryptofany se nachédzely na pozicich: 151, 188,
218, 385 a 426, které pokryvaly rizné ¢asti proC2. Trp151 se nachazi v jaderné lokaliza¢ni
sekvenci, Trp188 a Trp218 se nachazi v doméné p19 a Trp385 s Trp428 se nachazi v doméné
pl2. Dale byl ptipraven protein 14-3-3C bez ptirozené se vyskytujicich tryptofanti (14-3-3C
WS59F a W228F) podle zavedeného postupu (Obsilova et al., 2004). Pomoci nativni TBE
elektroforézy byla potvrzena tvorba komplexti jednotlivych mutantnich forem a upravenym
proteinem 14-3-3. U vSech mutantnich forem proC2 byly zjistény teploty tani pomoci
metody diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (Niesen et al., 2007). Vysledné hodnoty teplot tani
ukézaly, ze cilenou mutagenezi nedoslo ke zméné stability proteind.

V piipadé ¢asove rozliSeného dohasindni intenzity fluorescence shrnuté na obrazku
¢. 16 byly rozdily v zpeqn u VSech testovanych variant proC2 v komplexu s proteinem 14-3-3
0 0,4 ns vyssi nez v ptipadé apo formy. Tento rozdil zpiisobuje pravdépodobné snizeni
intramolekularniho zhaseni fluoroforu, ktery je stinén v disledku vazby proteinu 14-3-3 na

proC2.

7 I proC2
[ proC2 + 14-3-3¢

Mean fluorescence lifetime (ns)

W151 W188 W218 W385 W426

Obrazek ¢. 16 — Stiredni doby Zivota excitovaného stavu pro proC2 v nepritomnosti (Cerné

sloupce) a v pritomnosti proteinu 14-3-3{noW (Sedé sloupce).

Na obrazku ¢. 17 jsou shrnuty hodnoty naméfenych amplitud pSrasr, které
charakterizuji mikrookoli tryptofanii z hlediska hydrofobicity. Trp151 a Trp426 vykazuji
vyrazné niz8i hodnotu fr4sr po navazani proteinu 14-3-3 na proC2, tedy dané mikrookoli

tryptofanu se stava rigidnéj$im. Podobna situace nastava i v piipadé Trp188. Na druhou
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stranu Trp218 a Trp385 vykazuji rigidni mikrookoli v nenavazané formé¢ proC2, po tvorbé

komplexu s proteinem 14-3-3 se mikrookoli tryptofant signifikantn¢ nezméni.

0.14 - I proC2
[ proC2 + 14-3-3¢

0124 | i
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0.00- l ‘ h
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Obrazek ¢. 17 — Zmény v amplitudach v intracelularnich mobilitach (Brast) pro proC2 v

nepritomnosti (Cerné sloupce) a v pritomnosti proteinu 14-3-3EnoW (Sedé sloupce).

Jako posledni ze série fluorescencnich pokust bylo méfeni ptistupnosti zkoumanych
tryptofant k rozpoustédlu pomoci zhasedla (akrylamidu). Bimolekuldrni zhéSeci konstanty
byly odeteny ze Stern-Volmerovych vynost. Na obrazku ¢. 18 jsou vyznaceny hodnoty
bimolekularni zhéseci konstant variant proC2 samotné a v komplexu s proteinem 14-3-3.
Pristupnost Trp151, Trp218 a Trp426 se dramaticky (pfiblizn€ o 46%) snizila po navazani
proteinu 14-3-3. V ptipad€ Trp385 se pristupnost snizila méné (ptiblizné€ o 32%) a zmény v

kqu Trp188 jsou nesignifikatni.
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Obrazek ¢. 18 — Hodnoty spoctenych bimolekularnich zhdsecich konstant kq pro proC2 v

nepritomnosti (Cerné sloupce) a v pritomnosti proteinu 14-3-3{noW (Sedé sloupce).
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Obrazek ¢. 19 — Model komplexu proC2 a proteinu 14-3-3, kde doména p19 je oznacena
svetle riuzovou, doména pl2 je vyznacena zluté, dimer proteinu 14-3-3 je vyznacen modre.
Cervené jsou zvyraznény fosforylacni mista Ser139 a Serl164, postranni Fetézce mutovanych

aminokyselin na tryptofany jsou vyznaceny zelené.

10.3.3 Diskuze

V publikaci €. 3 byla potvrzena interakce proC2 a proteinu 14-3-3 prosttednictvim
fosforylovanych Ser139 a Ser164 a urCeny zakladni charakteristiky vzniklého komplexu.
V dalsi ¢asti projektu byla zamétena pozornost na biofyzikalni charakterizaci proC2 samotné
a vkomplexu sproteinem 14-3-3. Vysledky fluorescencnich meéfeni v kombinaci
s informacemi ziskané jinymi strukturnimi technikami (SAXS) ukazuji na pfitomnost
jaderné lokalizacni sekvence (NLS) v centralnim vazebném kanalu proteinu 14-3-3 a
samotné fosforylované Ser139 a Serl64 se nachazeji v ligand-vazebnych Zlabcich
protomeru 14-3-3. Komplex proC2 a proteinu 14-3-3 je kompaktni a rigidni.

Vétsi  ¢ast domény pl2 je vitésném kontaktu s centralnim vazebnym
kanalem proteinu 14-3-3, konkrétné helix a7 interaguje se smyckou mezi helixy H3 a H4
proteinu 14-3-3 a zaroven s ¢asti jiz zminéné nestrukturované sekvence s fosforylacnimi
misty na N-konci proC2. Toto zjisténi podporuji vysledky zhaseni tryptofanové
fluorescence, kdy u Trp385 a Trp426 (oba se nachazi v doméné p12) jsou méné piistupné
k rozpoustedlu po vazbé proteinu 14-3-3, podobné jako Trp151, ktery je soucéasti NLS.

Podle obrazku ¢. 19 celkové uspotfddani komplexu navic ukazuje na stérické

blokovani p12 domény proC2 proteinem 14-3-3. Tato doména je dulezita pro oligomerizaci
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caspasy-2 a tak i aktivaci kaspasy-2. V modelu je zndzornéna sekvence NLS obsahujici
Trp151 naproti residuu z domény p12 (W426).

Pro kaspasu-2 je charakteristicky transport do jadra (Baliga et al., 2003). Tento
proces je zajistén jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS), ktera té€sn¢€ interaguje s proteiny 14-
3-3. V n¢kolika ptipadech byla potvrzena role proteinti 14-3-3 jako mediatoru subcelularni
lokalizace jejich vazebnych partnerii. Je tedy pravdépodobné, Ze proteiny 14-3-3 nejen
blokuji aktivaci proC2, ale zaroven svou interakci ovliviiuji lokalizaci kaspasy-2 v ramci

buiky.

10.4 Publikace ¢. 4

SMIDOVA A, STANKOVA K, PETRVALSKA O, LAZAR J, SYCHROVA H, OBSIL T,
ZIMMERMANNOVA O, OBSILOVA V. (2019) The activity of Saccharomyces cerevisiae
Na', K'/H" antiporter Nhal is negatively regulated by 14-3-3 protein binding at serine 481.

Zaslano do casopisu.

10.4.1 Uvod

Posledni ¢asti vysledkti je publikace s vysledky fyziologické a strukturni
charakterizace kvasni¢ného antiporteru Nhal. Tento transmembranovy protein poméha
udrzovat stalé vnitini prostiedi buiiky. Buiika prostfednictvim antiporteru Nhal je schopna
rychle regulovat koncentraci alkalickych kationt, které mohou nepfiznivé ovliviiovat
mnoho dulezitych bunécnych procesti. V roce 2012 byla technikami in vivo potvrzena
interakce Saccharomyces cerevisiae Nhal s kvasni€nymi isoformami proteinu 14-3-3 a to
prostfednictvim cytoplasmatického nestrukturovaného C-konce (Zahradka et al., 2012).
Jako pravdépodobné misto interakce byl oznacen Serd72. Vysledky uvedené v této kapitole

popisuji roli proteind 14-3-3 v regulaci kvasni¢ného antiporteru Nhal.

10.4.2 Uloha proteinti 14-3-3 v regulaci kvasni¢ného antiporteru Nhal

Nejprve byla identifikovana mozna fosforylacni mista na C-konci antiporteru Nhal
pro interakci proteinti 14-3-3. Jako nejvice pravdépodobna fosforyla¢ni mista byly vybrany
Serd72, Serd79, Serd81 a Ser544 (zobrazeny na obrazku 20 A). Pro identifikaci vazebného
mista pro 14-3-3 byla pouzita nejprve cilend mutageneze, kdy byly pfipraveny mutantni
formy antiporteru Nhal: S472A, S479A, S481A a S544A. Vzhledem k faktu, Ze proteiny

14-3-3 interaguji prevazné prostiednictvim dvou motivii soucasné€, byly navic piipraveny
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dvojité mutanty: S472A + S544A, S479A + S544A, S481A + S544A, S479A + S481A, a
nakonec mutantni forma se ¢tyifmi mutovanymi seriny S472A + S479A + S481A + S544A.
Mutantni formy byly exprimovany v kvasnicném kmenu BW3, ktery neobsahuje zadné
mechanismy transportu kationtli z bun€k, a tim jsou citlivé na okolni prostiedi. Ruist
kvasinek byl monitorovan po sedm dni v 30 °C. Z obrazku ¢. 20 B vyplyva, ze mutace
S479A a S481A vykazuji vyssi toleranci k lithnym kationtiim nez Nhal bez vnesenych

mutaci, resp. zvysily aktivitu antiporteru.

Extracellular

NaCl KCI

BW31 1000 mM 1800 mM

empty vector 4

native L]

S472A ee
£ S479A ®
) | S481A ®
— | 5544A L
o | S472A + S544A ©
£ | S4T9A + S544A .
Z | S481A + S544A ([
O.[S479A + S481A &

S472A + S4T9A + SA81A + S544A e

Obrazek ¢. 20 — A: Vyrez schématu antiporteru Nhal, kde jsou cervené vyznacena mozna
mista interakce pro proteiny 14-3-3, modre vyznacenymi rezidui konstrukt Nhal**"-%% B:
Vysledky stanoveni tolerance mutantnich forem antiporteru Nhal k riiznym koncentracim
LiCl, NaCl a KCI. Fotografie byly porizeny ctyri (resp. sedm) dni po naneseni kvasnicné

kultury na pevné médium.

Pro potvrzeni vysledkl kapkovych testli byl méfen vystup sodnych nebo draselnych
kationtl. Intracelularni koncentrace sodnych kationtli je v piipadé¢ kontrolniho vzorku
konstantni, coz potvrzuje export kationtli vyhradné¢ pomoci antiporteru Nhal a jeho
mutantnich forem. V ptipadé¢ mutaci Ser479 a Ser481 nebo jejich kombinace s Ser544
vykazuje rychlejsi transport sodiku z bun¢k kvasinek nez Nhal WT. Nejrychlejsi aktivita
antiporteru Nhal byla zaznamenédna u mutaci Ser479, Ser481, jejich kombinace a varianta

se Ctyfmi mutacemi (obrazek €. 21 A).
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Z obrazku €. 21 B nejsou patrné zadné zmény v toleranci studovanych mutantnich
forem k draselnym kationtlim, z toho diivodu byl také méten transport draselnych kationti.
Vysledky jsou shrnuty na obrdzku ¢. 21 B, kdy nejvyssi transportni aktivitu opét vykazuji
mutace Serd79, Ser481 a jejich mutace.

Vysledky experimentl in vivo naznacuji Ser4d79 a Ser481 jako vyznamna regulacni

mista antiporteru Nhal.

& empty vector

W native

A S472A
X S479A

= ©3481A

= ® S544A

2 +S472A + S544A
A SATOA + S544A

B S481A + S544A
K S479A + S481A
@ S472A + S4T9A + S4B1A + S544A

Time [minl

400

350 dodk — %kk

300 *% * %k
*%

Loss of K" (nmol/mg dry wt/60 min)

empty native S472A S479A S481A S544A S472A S4T9A S4B1A S479A S472
vector x * e 3 s
S544A S544A S544A S481A  SATGA
+
S481A
+
S544A

Obrazek ¢ 21 — A: Vysledky ubytku sodného kationtu z bunék kvasinek obsahujici deset
variant antiporteru Nhal a kontrolni vzorek. Na ose x je vyznacen cas (min), na ose y je
procentualni mnozstvi sodiku. B: Vysledky méreni vystupu draselnych kationii z bunék

kvasinek pro obsahujici deset variant antiporteru Nhal a kontrolni vzorek.

V dalsi fazi projektu bylo nutné potvrdit vysledky kapkovych testli a méfeni vystupu
kationtl. Za timto uCelem byly objedndny Ctyfi syntetické peptidy, kazdy z nich
reprezentoval jednotlivy fosforylovany serin a zaroven byly znaceny fluorescenéni znackou
FITC na N-konci. Pomoci fluorescenéné polarizované eseje byly zméfeny peptidi
k proteinim Bmhl a Bmh2 (obrazek ¢. 22 A, B, C). V pfipadé¢ peptidi obsahujici

fosforylovany Ser472 a fosforylovany Ser544 nebyla zjisténa 74dnd afinita k obéma
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proteinim Bmh. Peptidy obsahujici fosforylovany Ser481 a fosforylovany Ser479
asociovaly s proteiny Bmh, vyssi afinitu vykazoval peptid s Ser481 s disociacni konstantou
(14 uM pro protein Bmhl, 10 uM pro protein Bmh2). V ptipadé¢ peptidu s fosforylovanym
Ser479 byla odectena afinita 64 uM pro protein Bmhl, 51 uM pro protein Bmh2. Vysledky
fluorescen¢né polarizacni eseje potvrdily vliv Ser479 a Ser481 na aktivitu antiporteru Nhal
a to prostiednictvim proteinti 14-3-3.

Na zakladé vysledk fluorescencné polarizované eseje byly provedeny krystaliza¢ni
pokusy s proteinem Bmh1AC ve smési s peptidem obsahujici fosforylovany Ser481 (rezidua
RSFpSer481LHR), ktery navic ¢astecné¢ odpovidd vazebnému motivu pro protein 14-3-3
(motivu I). Vysledna struktura byla vyfesena pomoci metody molekularniho nahrazeni, kdy
byl pouzit model Nth1WT:Bmh1AC (PDB kod: SN6N) s rozlisenim 2,9 A (obrazek 22 D,
E). Vjedné asymetrické jednotce se nachdzely dva dimery proteinu 14-3-3, v
kazdém ligand-vazebném zldbku proteinu Bmh1AC byl navdzan peptid (Argd76 az
Met485), residua Ala476 a Gly477 chybi pravdépodobné vinou jejich flexibility. Na obrazku
¢. 22 F jsou zobrazené kontakty fosforylovaného Ser481 s postrannimi fetézci proteinu
BmhIAC (Arg58, Argl32 a Tyrl33), vodikové vazby mezi rezidui Bmhl1AC (Asnl78,
Glul85, Asn229 a Trp233) a peptidem antiporteru Nhal (Ser479, Phe480 a Leud82), dale
van der Waalsovy kontakty mezi rezidui Bmh1AC (Leul77, Vall81, Leu225) a peptidem
(Phe480, Ser481 a Leu482).
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A B 225

Peptide | Amino acid sequence
mpS472 |FITC-QRLPpSLDKA

0 pS479 |FITC-KAGRpSFSLHRM | 130T
4pS481 | FITC-KAGRSFpSLHRM | 5 125
v pS544 | FITC-RRKLPSRKEK ,: 100

K (uM) Bmh1  Bmh2
e pS479 64 :10 519
ApS481.14:2 101 25

20 40 60 80
<(Bmh1), uM <{Bmh2), M

Obrazek ¢ 22 — A: Aminokyselinova sekvence syntetickych peptidii pouZitych pro
fluorescencné polarizacni esej, cervenée jsou vyznaceny fosforylované seriny. B: Vysledky
fluorescencné polarizacni eseje pro znacené syntetické peptidy a protein Bmhl. C: vysledky
fluorescencné polarizacni eseje pro znacené syntetické peptidy a protein Bmh2. Vysledné
hodnoty Kp a smérodatné odchylky jsou priimérem ze ti nezavislych méreni. D: Asymetricka
jednotka dvou dimeru proteinit BmhIlAC s navazanymi peptidy v ligand-vazebnych Zlabcich.
E: Detailni zobrazeni interakce proteinu BmhlAC a peptidu antiporteru Nhal. F: Detailni
zobrazeni interakce proteinu BmhlAC a peptidu antiporteru Nhals vyznacenymi klicovymi

protein-proteinovymi kontakty.

V posledni c¢asti projektu byla upfena pozornost na strukturni charakterizaci
cytplasmatického C-konce antiporteru Nhal samotného a navdzaného do komplexu
s proteinem Bmh2. Nejprve byly provedeny pokusy o expresi celého nestrukturovaného C-
konce antiporteru Nhal (sekvence 440-985), nicméné¢ tento konstrukt byl nerozpustny. Proto
byl do genu pro tuto &ast vnesen stop kodon na pozici Phe597. Vznikly konstrukt Nhal4+-
5% byl jiz rozpustny a byl exprimovén a purifikovan s dostateénym vytézkem pro vSechna
biofyzikalni méfeni. Konstrukt Nhal44%-5% byl nasledné& fosforylovan pomoci PKA podle
nasi laboratofi zavedené¢ho protokolu a fosforyla¢ni status byl ovéfen pomoci hmotnostni

spektroskopie.
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1440596 3 proteinu Bmh2 pomoci nativni

Nejprve byla ovétena tvorba komplexu Nha
TBE elektroforézy. Na obrazku €. 23 je v jamkach 7 — 9 znazornén vznik komplexu vyhradné

fosforylované formy Nha1#4%-56:Bmh2 in vitro.

1_2_3:4__5__@_7‘8‘9Nha1

complex
‘ —

Hy

ol U]

Obrazek ¢. 23 — Vysledny gel nativni TBE-elektroforézy, kdy v jamce 1 se nachazi samotny

_50 v I4

kvasnicny protein 14-3-3 (Bmh2); v jamce 2 je konstrukt nefosforylované Nha

konstrukt fosforylované Nhal***%: v jamkich 4 az 6 smés nefosforylované Nha

3%:Bmh2 v pomérech 2:1,1:1 a 1:2 a v jamkach 7 az 9 smés fosforylované Nhal***-%5:Bmh2

]440—

v pomeérech 2:1,1:1 a 1:2.

Interakce mezi konstruktem Nhal%4%->¢ a proteinem Bmh2 byla pouZita metoda
analytické ultracentrifugace. Vysledky méfeni sedimentacni rychlosti poskytly informace o
stechiometrii komplexu. Na obrazku ¢. 24 A jsou vysledné distribuce sedimentacnich
koeficienti konstruktu Nhal*%3% proteinu Bmh2 a jejich smési o riznych pomérech.
Hodnoty sedimenta¢nich koeficienti odpovidaji molekulové vaze ~ 30 kDa pro Nha]#40-5%
a ~ 60 kDa pro protein Bmh2, coZ naznatuje monomerni stav konstruktu Nhal*40->% a
dimerni stav proteinu Bmh2 a stechiometrii komplexu v poméru 1:2.

Metoda analytické ultracentrigace je zaroven idedlni pro urCeni rovnovazné
disociacni konstanty nejen proteinovych komplext. Pro toto méfeni byla pfipravena série
komplexii Nha440-5% g proteinu Bmh2 v péti riznych pomérech (1:20; 1:6; 1:2;1,5:1; 5:1),
hodnota rovnovazné disociac¢ni konstanty byla odhadnuta na pfibliznou hodnotu 6 uM

(obrazek 24 B).
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A >3 B 35
Bmh2 440-508 140598,
—— pNha1'™ 30 pNha1t :Bmh2
4 4 pNhat*“***Bmh2 : — 2
— 11 .
w —_—1:2 w 25 1 — 1?1
c 3y > 51
g g 20
= o
£ 2 £ 15
g 2 1.0
14
05 _ l
0 . . ‘ ' . 00 4N : *l : :
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
sedimentation coefficient (S) sedimentation coefficient (S)

Obrazek & 24 — A: Vyslednd distribuce sedimentacnich koeficientii S konstruktu Nha 1%
v nefosforylované a fosforylované forme, proteinu Bmh2 a jejich riiznych poméru pro detekci
interakce konstruktu Nhal**"% a proteinu Bmh2. B: Vyslednd distribuce sedimentacnich

koeficientii S konstruktu Nhal***>*°, proteinu Bmh2 a jejich riiznych pomérii pro urceni Kp.

Posledni cast projektu byla vénovdna pozornost biofyzikalni a strukturni
charakterizaci konstruktu Nhal#4%-5% samotného a v komplexu s proteinem Bmh2. Nejprve
byly vyuzity predikéni algoritmy pro urceni neuspotadanosti proteinii a jeho casti: PONDR
(Obradovic et al., 2003), [UPRED (Dosztanyi et al., 2005) a DISOPRED (Ward et al., 2004).
Tato predikce ukézala na vysokou strukturovanost transmembranové ¢asti antiporteru Nhal,
zatimco cytoplasmaticky C-konec je neuspotradany.

Pro odhaleni pfipadnych strukturnich zmén byly méteny CD spektra pro daleké
oblasti UV (200-260 nm) a pro blizké oblasti UV (250-320 nm) vZdy pro samotny
fosforylovany konstrukt Nhal*9%-3% protein Bmh2 a jejich komplex v poméru 1:2. Na
obrazku €. 25 A je srovnani CD spekter métenych v dalekych oblastech UV pro studované
proteiny, které neprokazalo zmény v sekunddrni struktufe jednotlivych proteini. Na
obrazku €. 25 B je srovnani CD spekter méfenych v blizkych oblastech UV pro studované
proteiny, kde je vyraznd zména v oblasti 270-300 nm. Tato oblast CD spekter je citliva na
strukturni zmény Trp a Tyr. V souhrnu CD spektra métena v blizké oblasti UV ukazuji na

vyraznou konformacni zmé&nu konstruktu antipoteru Nhal po vazbé na protein Bmh2.
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Obrazek ¢. 25 — A: Porovnani spekter cirkularniho dichroismu mérenych v dalekych
oblastech UV. Plnd cdara charakterizuje komplex Nhal?*"°0:Bmh2, prerusovand cara

1%19-5% g proteinu Bmh2. B:

charakterizuje soucet individualnich spekter konstruktu Nha
Porovnani spekter cirkularniho dichroismu mérenych v dalekych oblastech UV. Plna cara
charakterizuje komplex Nhal?~%:Bmh2, prerusovand dcara charakterizuje  soucet

individudlnich spekter konstruktu Nhal***>® a proteinu Bmh2.

Pro dal§i strukturni charakterizaci konstruktu Nhal*¥%->¢ samotného a jeho
konformacéni zmény po vazbé na protein Bmh2 byla pouZzita metoda malouhlového rozptylu
svétla (SAXS) s nizkym rozliSenim. Difrakéni data, zobrazena na obrazku ¢. 26 A, byla

14409 " protein Bmh2 a jejich komplexy pfipraveny

sbirdna pro samotny konstrukt Nha
v molarnim pomeéru 1:2 a to v riznych koncentracich. Na obrdzku ¢. 26 B jsou zobrazeny
Guinierovy vynosy pro fosforylovanou formu konstruktu Nha1#4%->¢ (zelend), protein Bmh2
(modr4) a komplex Nhal*%-5%:Bmh2 (&ervend), jejichz priibéh potvrdil monodisperzitu
vSech méfenych vzorkd, kdy pod hodnotou sR; < 1,3 je piimka linearni (rozptylového
vektoru je oznacen pismenem s a R, je gyracni polomér). V dalsi ¢asti obrazku ¢. 26 C je
vyznacena P(r) funkce pro vSechny méfené vzorky, charakter této distribu¢ni funkce ukazuje
na symetricky a kompaktni tvar, zatimco priib&h P(r) funkce pro samotny protein Nhal*4-
3% je vysoce nesymetricky a protdhly. Maximalni délka konstruktu Nhal je navic vyrazné
v&t$i nez u Bmh2 a komplexu Nhal*%-3°:Bmh2. Urovei flexibility studovanych proteini je
charakterizovana normalizovanym Kratkeho vynosem (obrazek €. 26 D). Typicky rigidni a
globularni tvar, kdy na vrcholu lokalniho maxima byla odectena hodnota sR, = 1,73, byl
potvrzen pouze u proteinu Bmh2 a komplexu Nhal*%5%:Bmh2. Pro samotny protein

Nha1#40-3% m3 k¥ivka tvar tzv. hyperbolické plosiny, typicky pro nestrukturované proteiny.
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Obrazek ¢ 26 — A: Experimentdlné zmérené intenzity rozptylu I(s) jako funkce rozptyleného
vektoru s pro fosforylovany konstrukt Nhal*~%% (zelend), protein Bmh2 (modrd) a jejich
komplexu (Cervend. B: Guinieriv vynos, kdy na ose y jsou hodnoty In I (s) a na ose x
rozptylovy vektor pro studované proteiny. C: P(r) funkce spoctena pomoci programu GNOM

pro studované proteiny. D: Normalizované Kratkého vynosy pro studované proteiny.

10.4.3 Diskuze

Udrzeni stabilniho vnitfniho prostiedi buiiky je kli¢ové pro mnoho bunéénych procest.
NaruSeni bunéné homeostazy mize vést k zdvaznym patologickym projevim. Lidské a
kvasni¢né isoformy antiporter Na K '/H, které hraji v udrzovani intracelularni koncentrace
alkalickych kationtli vyznamnou roli, se skladaji z transmembranové ¢asti, ktera je primarné
zodpovédna za transport kationtdl a dlouhy cytoplasmaticky C-konec, ktery miize tvofit az
50% celkové délky proteinu.

V tomto projektu byla potvrzena interakce mezi kvasniénym antiporterem Nhal a
proteiny 14-3-3 prostfednictvim regulacniho C-konce. Kombinaci metod strukturni biologie
a experimenty provedenych in vivo byla ur€ena mista Ser481 a Ser479 jako kli¢ova pro

interakci proteinii 14-3-3. Biofyzikalnimi metodami bylo potvrzeno, Ze cytoplasmaticky C-

54



konec antiporteru Nhal je nestrukturovany, a po vazbé na proteiny 14-3-3 dochazi ke snizeni
flexibility a vyraznému strukturovani C-konce Nhal.

Mutace Ser479 a Ser481 na alanin méla za nasledek rapidni zvySeni aktivity antiporteru.
Ptedchozimi studiemi byla prokdzana aktivacni role proteini 14-3-3 v ptipad¢ savcich
variant antiporterd, konkrétné NHE (Lehoux et al.,, 2001). V piipadé¢ kvasni¢ného
antiporteru na druhou stranu dochézi ke snizeni transportni aktivity po vazbé proteini 14-
3-3. Tyto rozdilné role u proteinii stejné rodiny jsou pravdépodobné dany rlznymi

fyziologickymi rolemi ¢lent této Siroké rodiny.
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11 Souhrnna diskuze

Tato disertacni prace je sklada ze tfi na sob¢ nezavislych projekt. Kazdy projekt mél
za cil charakterizovat roli proteini 14-3-3 v regulaci svého vazebného partnera, ktery je
diilezity pro konkrétni signalni drahu nebo metabolicky dg;.

Prvnim projektem byla strukturni charakterizace neutralni trehalasy 1 (Nthl) a jejiho
komplexu s proteinem 14-3-3. Tento komplex byl uspésné vykrystalizovan a nasledné byla
vysefena krystalova struktura s vysokym rozliSenim. Na zékladn¢ ziskanych dat byl odhalen
unikatni mechanismus aktivace proteinem 14-3-3 na molekularni urovni a byla zaroven
identifikovana konzervovand mista Nth1 diilezita pro vlastni katalyzu.

Studium lidska isoforma prokaspasy-2 (proC2) bylo druhym projektem mé disertacni
prace. V tomto piipadé byla poprvé prokdzdna fosforylacné dependentni interakce
prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3 in vitro. Na zéklad¢ téchto vysledkl byl komplex proC2:14-
3-3 strukturné charakterizovan. Jednim z nejvyznamnéjsich vysledku je odhaleni souvislosti
mezi vazbou proteinu 14-3-3 a jaderné lokaliza¢ni sekvence mezi proC2 doménami CARD
apl9, ktera je zodpovédna za transport kaspasy-2 do jadra.

Posledni ¢asti disertani prace bylo studium kvasni¢né isoformy antiporteru Na'K'/H"
(Nhal), jejiz transportni aktivita je také regulovana interakci s proteiny 14-3-3. V ramci
tohoto projektu byl identifikovan fosforylovany Ser481 jako vazebny motiv pro proteiny 14-
3-3. Zaroven byla navrZena role proteinti 14-3-3 jako negativniho regulatoru transportu
kationtil prostfednictvim antiporteru Nhal.

Proteiny 14-3-3 interaguji se Sirokou Skalou proteini, a tim ovliviluji mnoho
metabolickych a signalnich drah. Tato disertatni prace zkoumala tfi velmi rtznorodé
vazebné partnery 14-3-3, kdy u proteinli 14-3-3 byla prokazéana aktivatoru enzymu (Nthl),
inhibitoru maturace proteasy a jeji subcelularni lokalice (proC2) a negativniho regulatoru

transportu kationtl z cytoplasmatické membrany (antiporter Nhal).
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12 Summary

This PhD thesis is composed of three independent projects. Each project aims to
characterize 14-3-3 proteins in the regulation its binding partner, which is important for a
particular signaling pathway or metabolic process.

The first project was structural characterization of neutral trehalase 1 (Nth1) alone and
in the complex with 14-3-3 protein. This complex has been successfully crystallized and X-
tal structure with high resolution was solved. Based on the data, the mechanism of Nthl
activation with 14-3-3 protein on the molecular level was revealed and conserved Nth1 sites
important for catalysis were identified.

The study of the human procaspase-2 (proC2) was the second project of my thesis. In
this case, the phosphorylation-dependent interaction of procaspase-2 and 14-3-3 protein in
vitro was firstly demonstrated. Based on these results, the structure of the proC2:14-3-3
complex was characterized. One of the most important results was deciphering the
connection between the 14-3-3 protein binding to proC2 and the nuclear localization
sequence between the CARD and pl19 domains of proC2, which is responsible for the
transport of caspase-2 to the nucleus.

The last part of the thesis was the study of the yeast isoform of the Na"K*/H" antiporter
Nhal, whose transport activity is regulated by interaction with 14-3-3 proteins. In this
project, phosphorylated Ser481 was identified as a binding motif for the 14-3-3 proteins.
Also, the role of the 14-3-3 proteins as a negative regulator of cation transport through the
Nhal antiporter has been proposed.

14-3-3 proteins interact with a wide variety of proteins that affect many metabolic and
signaling pathways. In this thesis three diverse 14-3-3 binding partners were investigated,
where 14-3-3 proteins have been shown to activate the enzyme Nth1, inhibit the maturation
and localization of protease proC2, and negative regulate the cation transport of Nhal

antiporter.
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13 Zavér

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo studium mechanismu regulace riznych
vazebnych partnert proteinii 14-3-3: kvasni¢na neutralni trehalasa 1 (Nthl), lidska
prokaspasa-2 (proC2) a kvasni¢ny antiporter Na"K"/H" (Nhal). V ramci této disertaéni prace
byly splnény dil¢i cile:

1. V publikaci ¢. 1 byl popsian mechanismus regulace kvasni¢né neutralni
trehalasy 1 (Nth1) prostrednictvim proteini 14-3-3

- Uspé&sné vyfesena krystalova struktura fosforylované formy Nthl WT v komplexu s
kvasni¢nym proteinem 14-3-3 s rozliSenim 2,29 A vedla k objasnéni unikétniho
mechanismu alosterické regulace Nth1 vazbou proteinu 14-3-3. Stézejnim vysledem
publikace je prvni struktura proteinu 14-3-3 s multidoménovym plné aktivnim
enzymem, ktery pomohl odhalit roli jednotlivych domén a specifickych sekvenci

enzymu (,,lid loop®).

2. Publikace €. 2 a 3 obsahuje biofyzikalni a strukturni charakterizaci komplexu
prokaspasy-2 (proC2) a proteinu 14-3-3

- Pomoci analytické ultracentrifugace (AUC) byla potvrzena tvorba komplexu
proC2123-451 obsahujici soucasné fosforylované Ser139 a Ser164 s proteinem 14-
3-3 in vitro a urena stechiometrie vazby v poméru 1:2, kdy monomer proC2 se vaze
na dimer proteinu 14-3-3.

- Dale byly pomoci série fluorescencnich experimentii monitorujici rizné oblasti
proC2 odhaleny strukturni zmény v jednotlivych oblastech proC2 indukované
vazbou proteinu 14-3-3 samotné a v komplexu s proteinem 14-3-3. Jaderna
lokaliza¢ni sekvence (NLS), ktera spojuje domény CARD a p19 je blokovana vazbou

proteinu 14-3-3, ktera zaroveil zamezuje oligomerizaci malé podjednotky p12.

3. V publikaci ¢. 4 byla identifikovana dileZita vazebna mista intracelularniho C-
konce antiporteru Nhal a zaroven vliv kvasni¢ného proteinu 14-3-3 na jeho
aktivitu

- Nejprve byla pfipravena série serinovych mutantnich forem Nhal WT pro in vivo

stanoveni tolerance k alkalickym solim na pevném médiu a méfeni transportu a
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stanoveni koncentrace alkalickych kationtG v buiikach kvasinek. Vysledky téchto
experimentl urCily Ser479 a Ser481 jako mozna vazebna mista pro protein 14-3-3.
Mg¢éfteni afinity syntetickych peptida antiporteru Nhal obsahujici ¢tyfi mozné vazebné
motivy pro proteiny 14-3-3 (Serd72, Serd79, Ser481 a Ser544) k proteintim Bmhl a
Bmh2 poukézalo na to, ze pouze motivy obsahujici Ser481 a potencialné i Ser479
jsou zodpovédné za vazbu proteinu 14-3-3. Nasledna krystalizace proteinu Bmh1AC
s peptidem obsahujici Ser481 vedla k GspéSnému vyfeSeni krystalové struktury
s rozlisenim 2,91 A (PDB koéd: 6QKS). Krystalova struktura ukdzala na podobné
kontakty peptidu Ser481 s vazebnym zlabkem proteinu Bmh1AC, které jsou podobné
s jiz existujicimi krystalovymi strukturami proteinu 14-3-3, coz potvrzuje klicovou
ulohu Ser481 jako 14-3-3 vazebného motivu.

Kombinaci metod SAXS, CD a AUC byla provedena strukturni charakterizace C-
koncové casti Nhal samotné a po vazbé na protein 14-3-3. Konstrukt antiporteru
Nhal*9-5% je nestrukturovany, oviem komplex Nhal*%-3%:Bmh2 (molarni pomér
1:2) je kompaktni, dochazi tedy k vyznamnému strukturovani po vazb¢ proteinu 14-

3-3.
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