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Molekularni mechanismus regulace funkce kaspasy-2

pomoci proteini 14-3-3

Abstrakt

Kaspasa-2 je proteasa stojici apikaln¢ v kaskdde de€ji vedoucich k apoptose.
Spravné vedeny proces apoptosy likviduje poSkozené bunky, autoreaktivni
lymfocyty ¢i nadbyte¢né skupiny bunék v ontogenezi. Proces aktivace kaspasy-2
musi byt presné regulovany. Jednim z popsanych zplsobii regulace kaspasy-2
zpusobujici jeji inhibici je posttranslacni modifikace fosforylace spojena
s naslednou vazbou regulacniho skafoldového proteinu 14-3-3. Cilem disertacni
prace je vysvétlit molekularni mechanismus této regulace. Pro porozuméni interakce
mezi proteiny bylo nezbytné nejprve urcit fosforylaéni mista v molekule kaspasy-2
rozpoznavand proteinem 14-3-3 a poté popsat detailni strukturu vazebného
komplexu. Struktura byla popsana fadou biochemickych a biofyzikalnich metod,
jako je analyticka centrifugace, nativni elektroforesa v TBE pufru, polarizacné
fluorescenéni esej, vodik/deuteriovad vymeéna spojena s hmotnostni spektrometrii ¢i
krystalizace, a vysledky vedly k podnétnym zavérim. Aktivace kaspasy-2 zacina jeji
vazbou na adaptorové proteiny, Stépenim a dimerizaci katalytickych podjednotek. Z
vysledki vyplynulo, Ze protein 14-3-3 mulze svou vazbou inhibovat aktivaci
kaspasy-2 skrze blokovani sekvenci nezbytnych pro dimerizaci a/nebo vazbu
adaptorovych proteind. Druhym moZnym zptsobem inhibice je ptekryti jaderné
lokalizaéni sekvence kaspasy-2 a v dsledku toho vliv na translokaci kaspasy-2 do

jadra bunky, kde se jako jediné z kaspas za urcitych podminek aktivuje.
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Molecular mechanism of 14-3-3 protein dependent regulation

of caspase-2

Abstract

Caspase-2 is a protease standing apically in the cascade of reactions leading to
apoptosis. Properly functional apoptosis eliminates damaged cells, autoreactive
lymphocytes or redundant groups of cells in ontogeny. The process of caspase-2
activation must be precisely regulated. One of the described ways of caspase-2
regulation causing its inhibition is posttranslational modification phosphorylation
with subsequent binding of the regulatory scaffold protein 14-3-3. The aim of this
dissertation is to explain the molecular mechanism of this regulation. To understand
the interaction between the proteins, it was necessary to first identify the
phosphorylation sites in the caspase-2 molecule recognized by the 14-3-3 protein
and then describe the detailed structure of the binding complex. The structure was
characterized by a number of biochemical and biophysical methods, such as
analytical ultracentrifugation, native electrophoresis in TBE buffer, polarization-
fluorescence assay, hydrogen/deuterium exchange coupled to mass spectrometry, or
crystallization; and the results led to stimulating conclusions. Activation of caspase-
2 begins with its binding to adaptor proteins, cleavage and dimerization of the
catalytic subunits. The results showed that the 14-3-3 protein can inhibit caspase-2
activation by sterically occluding of sequences necessary for dimerization and/or
binding of adaptor proteins. A second possible mode of inhibition is the overlapping
of the nucleation localization sequence of caspase-2 and, as a consequence, the effect
on the translocation of caspase-2 into the cell nucleus, where it is the only caspase

to be activated under certain conditions.
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nuclear localization sequence, apoptosis
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1. Uvod do problematiky

Apoptosa je geneticky programovand bunéénd smrt. Je soucdsti tkanove
homeostasy — vyvadzen¢ho vzniku a zaniku buné€k. Jejim cilem je eliminovat
individudlni buiiky v organismu bez poSkozeni struktury okolni tkan€. S apoptosou
je spjata klicova tiloha kaspas (Alnemri et al., 1996; Cerretti et al., 1992; Liu et al.,
1996; Nicholson et al., 1995; Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspasy jsou
endoproteasy s cysteinem ve svém aktivnim misté, které Stépi peptidové vazby
specificky za aspartatem (z angl. cysteinyl aspartate specific protease). Stépi celou
fadu proteina v presné fizenych signdlnich drahach, které vedou k rozkladu bunky
urc¢ené k zaniku. Kaspasy jsou v buiikéch syntetizovany jako zymogeny postradajici
jakoukoliv proteasovou aktivitu a setrvavajici neaktivni az do obdrzeni specifického
stimulu (Earnshaw et al., 1999). Aktivace a aktivita kaspas podléha jemné a striktng
fizené regulaci.

Kaspasa-2 byla objevena a popsana jako jedna z prvnich savcich kaspas a jeji
sekvence je evolu¢né nejvice zakonzervovana (Kumar et al., 1994; Wang et al.,
1994). Jeji uloha v apoptose byla popsdna v navaznosti na rtizné signalni drahy,
napfiiklad vnitini drahu aktivace apoptosy pres p53 (Lassus et al., 2002), apoptosu
indukovanou reaktivnimi formami kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species)
(Braga et al., 2008), stres endoplasmatického retikula (Gu et al., 2008), drahu
apoptosy indukovanou proteinem TRAIL (Shin et al., 2005) a také v programované
bunécné smrti neuroni (Madden and Cotter, 2008) a oocyti (Nutt et al., 2005).
Kaspasa-2 je dilezitym enzymem v regulaci bunécného cyklu (Connolly et al.,
2020).

Kaspasa-2 je stejné¢ jako ostatni kaspasy v organismu piitomna ve
form¢ neaktivniho proenzymu (prokaspasa-2), ktery obsahuje na N-konci CARD
prodoménu, nasleduje velkd pl19 a mald pl12 katalytickd podjednotka. Proenzym
kaspasy-2 je aktivovan vazbou na vysokomolekularni komplex slozeny

z adaptorovych protein. Pfi aktivaci enzymu dojde k dimerizaci molekul a
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autoproteolyze, je odstranéna prodoména a linkery mezi doménami. Maturovana
aktivni kaspasa-2 je heterodimer slozeny ze dvou pl19 a dvou pl12 katalytickych
podjednotek. Vazbu na adaptorové proteiny ovlivituje posttranslacni modifikace
molekuly prokaspasy-2 a vazba dalSich regula¢nich molekul.

Kaspasa-2 byla lokalizovana v jadie, cytoplazmé a v Golgiho aparatu (Baliga
et al., 2003; Mancini et al., 2000). Pfechod kaspasy-2 z cytoplasmy do jadra je fizen
jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS, z angl. nuclear localization sequence), ktera se
ze k aktivaci kaspasy-2 dochazi pouze v cytoplazmé (Tinnikov and Samuels, 2013).
Nedavné vyzkumy vSak ukazaly, Ze k aktivaci kaspasy-2 dochézi také v jadérku.
Autofi prace ukazali, Ze latky zplsobujici poskozeni DNA aktivovaly kaspasu-2 v
jadérku, ostatni stresové podnéty (heat shock, mikrotubularni inhibitor vinkristin
apod.) vedly k aktivaci kaspasy-2 v cytoplasmé (Ando et al., 2017).

Tato disertacni prace se zaméfuje na studium inhibi¢ni vazby regula¢niho
proteinu 14-3-3 k molekule prokaspasy-2. Vazba byla popsana v zavislosti na
nutriéni bilanci buniky — na hladiné NADPH, produktu pentosofosfatového cyklu.
Dostatecnd €1 zvySend hladina NADPH v buiice vede k fosforylaci prokaspasy-2 na
aminokyselinovém reziduu Ser'®® (u Xenopus laevis) & Ser'® (u Mus musculus) a
vazb& regulacniho proteinu 14-3-3, ktery blokuje prokaspasu-2 v inaktivni
nematurované formé. Pii poklesu hladiny NADPH je 14-3-3 uvolnéno z vazby s
prokaspasou-2 a fosforylovany serin je defosforylovan proteinfosfatasou 1 (PP1).
Proenzym kaspasy-2 je tak pfistupny pro vazbu s adaptorovymi proteiny a naslednou
aktivaci. Tento mechanismus byl objasnén v apoptose oocytli béhem ontogeneze u
Xenopus laevis a pozdé€ji také u mysi (Nutt et al., 2009, 2005), nebyl vSak dosud
popsan u ¢lovéka.

Mezi proteiny, u nichZ byla prokazana regulace zprostiedkovana 14-3-3, patii
také mnohé proteinkinasy. Kalcium/kalmodulin (Ca*"/CaM)-dependentni kinasy
(CaMK), je rodina serin/threoninovych kinas, kterd zesiluje signaly Ca®'

prosttednictvim fady naslednych fosforylac¢nich kaskad. NaSe studium se zaméftilo
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na objasnéni molekularni podstaty regulace Ca®*/CaM-dependentni proteinkinasy
kinasy 2 (CaMKK?2) prostiednictvim 14-3-3. Protein 14-3-3 miize regulovat aktivitu
kinasy CaMKK2 bud’ pfimo strukturni zménou katalytického mista, ale také
vytésnénim Ca?’/CaM z vazebné domény CaM, blokovanim defosforylace
inhibi¢niho mista nebo stabilizaci interakce mezi autoinhibi¢éni doménou a

katalytickou doménou.



2. Cile prace

Cilem disertacni prace bylo porozumét molekularnimu mechanismu inhibice
lidské kaspasy-2 prosttednictvim proteinu 14-3-3. Pro porozuméni interakce mezi
dvéma proteiny je nejprve potieba znat jejich strukturu a poté poznat strukturni

zmény, kterymi molekula prochazi po vytvofeni komplexu s vazebnym partnerem.

Specifickymi cili bylo:

1. Pfiprava stabilni a solubilni formy prokaspasy-2.

2. Piiprava mutantnich forem prokaspasy-2. Ptiprava fosforylované prokaspasy-2.

3. Identifikace fosforyla¢nich mist v molekule prokaspasy-2 pro vazbu proteinu 14-
3-3  pouzitim cilené mutagenese, nativni elektroforézy, analytické
ultracentrifugace a hmotnostni spektrometrie.

4. Biofyzikdlni charakterizace interakce mezi fosforylovanou prokaspasou-2 a
proteinem 14-3-3 pomoci biofyzikdlnich metod jako je analyticka
ultracentrifugace, analyticka gelovd permeacni chromatografie, limitovana
proteolyza, fluorescenné polarizacni esej, CD spektrometrie ¢i malouhlovy
rozptyl rentgenového zateni (SAXS).

5. Sledovani strukturnich zmén v molekuldch prokaspasy-2 a 14-3-3 po vytvoreni
komplexu pomoci H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii.

6. Krystalizace proteinu 14-3-3 s fosfopeptidem prokaspasy-2 zahrnujicim ve své
sekvenci prokazana vazebna mista.

7. Posouzeni vysledkli prace a vysloveni principu mechanismu inhibice lidské
prokaspasy-2 prostiednictvim proteinu 14-3-3 na zéklad¢ poznani charakteru

jejich protein-proteinové interakce.
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3. Metodika

3.1. Exprese a purifikace proteinii prokaspasy-2, 14-3-3 a CaMKK2

Gen pro prokaspasu-2 byl zaklonovan do expresniho vektoru pST39,
isoformy 14-3-3 do modifikovaného vektoru pET-15b s mistem pro TEV proteasu
namisto thrombinu a CaMKK2 do modifikovaného expresniho vektoru pRSFDuet-
1. Mutace byly vneseny metodou cilené mutageneze.

Prokaspasa-2, 14-3-3 a CaMKK2 byly exprimovany jako flzni proteiny
s polyhistidinovymi kotvami v bunikach E. coli BL21 (DE3) s indukci pomoci IPTG.
Prvnim purifikaénim krokem u vSech proteint byla niklova afinitni chromatografie
zakoncena dialyzou pro odstranéni vysoké koncentrace imidazolu. Nésledovala
iontové vymeénna chromatografie, ptipadné odStépeni histidinové kotvy pomoci
TEV proteasy. Poslednim krokem byla gelova permea¢ni chromatografie. Cistota
proteinti byla kontrolovana pomoci elektroforesy v polyakrylamidovém gelu v
pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Proteiny prokaspasa-2 a
CaMKK2 byly fosforylovany proteinkinasou A (PKA) a vysledek fosforylace byl

ovefen metodou hmotnostni spektrometrie.

3.2. AUC

Metodu sedimentacni rychlosti analytické ultracentrifugace (SV AUC, z angl.
sedimentation velocity analytical ultracentrifugation) jsme pouzili ke stanoveni
oligomerniho stavu proteinu prokaspasy-2 a pro studium reverzibilnich interakci
prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3 vcetné ur€eni stechiometrie komplexu a vypoctu

vazebné afinity charakterizované zdanlivou disocia¢ni konstantou Kp.

3.3. Fluorescen¢né polarizacni esej
M¢éieni polarizace fluorescence poskytuje informace o orientaci a
pohyblivosti molekul a procesech s tim spojenych. Fluorescencné polarizacni esej je

zaloZena na principu fotoselektivni excitace molekul fluorofori polarizovanym
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elektromagnetickym zéatfenim v opticky izotropnim vzorku. V naSem experimentu
byly fluoroforem peptidy prokaspasy-2 obsahujici kombinaci fosforylovanych
vazebnych mist pro protein 14-3-3, oznacené na N-konci fluorescenénim markerem
FITC (z angl. fluorescein isothiocyanate). K peptidu o konstantni koncentraci bylo
titrovano zvySujici se mnozstvi proteinu 14-3-3(. Pro kazdou koncentraci 14-3-3(

byla z namétfenych intenzit ur€ena hodnota ustalené anizotropie fluorescence.

3.4. Analyticka gelova permea¢ni chromatografie

Metoda se pouZziva k hodnoceni proteinii migrujicich v roztoku za nativnich
podminek pii zachovani jejich pfirozené struktury a biologické aktivity. Experiment
byl proveden k ovéfeni tvorby komplexu mezi fosforylovanou molekulou

prokaspasy-2 a proteinem 14-3-3C.

3.5. Nativni elektroforesa

Ptfi nativni elektroforese putuji vzorky polyakrylamidovym gelem bez
piidavku denaturacnich ¢inidel v TBE pufru, pH 8.3 (TBE-PAGE). Metoda m¢la za
cil prokazat tvorbu komplexti proteinu 14-3-3 s prokaspasou-2 fosforylovanou
pouze na jednom ze dvou fosforylacnich mist nebo na obou mistech najednou.
Podobné byla testovdna tvorba komplexti 14-3-3 s CaMKK?2 s kombinaci jednoho

¢1 obou fosforylovanych mist.

3.6. Limitovana proteolysa
Metoda limitované proteolysy byla pouzita pro porovnani odhalenych useku
v molekule prokaspasy-2 pfistupnych k proteolytickému S$tépeni trypsinem a

chymotrypsinem v molekule prokaspasy-2 samotné a v komplexu se 14-3-3.

3.7. Vodik/deuteriova vyména (H/D vyména) spojena s hmotnostni

spektrometrii

12



H/D vyména je zalozena na kinetice vodiki amidovych skupin peptidové
vazby v Case. Metoda dava informace o pfistupnosti povrchu molekuly proteinu pro
rozpoustédlo, a tim tedy informace o terciarni struktuie bilkovin.

Pro analyzu interakci mezi prokaspasou-2 a proteinem 14-3-3 byla provedena
H/D vyména jednak u jednotlivych proteini a jednak u jejich komplexu. Oblasti

molekul podléhajici deuteraci byly poté porovnany.

3.8. Krystalografie

Krystalografie proteinii je biofyzikalni metoda, kterd se pouziva k urceni
prostorovée struktury bilkovin. Krystalizace proteinli probiha ve vodném prostiedi a
je zavisld na celé tadé faktort, jako jsou pH, teplota, iontovad sila roztoku,
koncentrace jednotlivych komponent v roztoku, pfitomnost aditiv, detergentli a
iontl kov1, a také hlavné na Cistoté a koncentraci proteinového vzorku. Hledaji se
takové parametry roztoku, které maji vliv na rozpustnost proteinu a jsou dilezité pii
hledani hranice mezi vznikem amorfniho precipitatu a tvorbou krystalu.

Byla krystalovdna forma proteinu 14-3-3y (zkracena o C-terminalni flexibilni
usek) s dvojité fosforylovanym peptidem prokaspasy-2 obsahujicim oba vazebné

motivy Ser'*® a Ser!®

kapek.

. Krystalizace probihala metodou difize par ve formé visicich
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace vazby prokaspasy-2 (dp) s proteinem 14-3-3( a 14-3-3y
Kaspasa-2 byla exprimovana v rozsahu aminokyselin 123-452. Mutaci v

aktivnim misté kaspasy-2 C320S byla zamezena jeji maturace bakteridlnimi enzymy

nebo autokatalytickym Stépenim v prubéhu jeji exprese v bakteriich E. coli. Tento

konstrukt poskytl stabilni expresi rozpustného proteinu (prokaspasa-2).

4.1.1. Vazebna mista Ser'* a Ser!® pro vazbu prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3{ maji
riznou vazebnou afinitu

Pro charakterizaci jednotlivych vazebnych mist Ser'*® a Ser'®* prokaspasy-2
byly objednany fosfopeptidy vzdy s jednim fosforylovanym vazebnym motivem
(pS'*? nebo pS'®) a dvojnasobné fosforylovany peptid obsahujici oba vazebné
motivy (pS'**+pS!'®) (obr. 1A), N-terminalné znaéené fluorescenéni znackou FITC.
Jejich vazba na protein 14-3-3( byla métena fluorescencné polarizacni eseji. Vazba
peptidu pS!® byla velmi slaba. Vazba peptidu pS'*® byla vyrazné vyssi a jeji hodnota
dosahovala téméf vazby dvojité fosforylovaného peptidu pS'**+pS!®, jehoz vazebna

afinita se pohybovala v mikromolarnim rozpéti (obr. 1B).

4.1.2. Dvojité fosforylovana kaspasa-2 spolu s dimerem proteinu 14-3-3C tvori
stabilni komplex

Pro ovéfeni vazby proteinu 14-3-3C a prokaspasy-2 bylo nutné pfipravit
prokaspasu-2 fosforylovanou v mistech Ser'*® a Ser!®*. Pro usp&nou fosforylaci
byla vazebna mista upravena mutagenezi pro moznost fosforylace pomoci PKA.
Komplex proteinli 14-3-3( a prokaspasy-2 fosforylované na obou vazebnych
mistech (prokaspasa-2 (dp)) byl studovan metodou SV AUC. Byla sledovana
distribuce Castic ve smési prokaspasy-2 (dp) o koncentraci 3.5 uM v kombinaci se
zvySujicimi se koncentracemi proteinu 14-3-3 v hodnotach 0.35 — 35 uM. Bylo

potvrzeno, ze proteiny spolu tvofi stabilni komplex, z jehoz molekulové hmotnosti
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~110 kDa odpovidajici sedimentacnimu koeficientu 5.8 S byl ur€en stechiometricky
pomér molekul v komplexu 1:2, kdy jedna molekula prokaspasy-2 (dp) se vaze
k dimeru 14-3-3(. Byla také urCena hodnota zdanlivé disociacni konstanty
proteinového komplexu Kp 230 £ 30 nM. Méfeni a analyzu vysledki provedla
Olivia Petrvalska (obr. 1C).

A Peptidy Aminokyselinova sekvence C
pS139+pS164  DYDLpSLPFPVCESCPLYKKLRLSTDTVEHpSLDNK
ps139 SCDYDLpSLPFPVC 5 proC2(dp) (3.5 pM) +
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Obr. 1: (A) Aminokyselinove sekvence syntetickych fosfopeptidii urcenych pro
fluorescencné polarizacni esej. (B) Vazba fluorescencne znacenych fosfopeptidii
kaspasy-2  obsahujicich vazebné motivy kproteinu 14-3-3(. (C) Serie
normalizovanych distribuci c(s) pro smési prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3( v ruznych

molarnich pomérech.

Tvorba komplexu proteinti prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3( byla téz sledovana
gelovou permeacni chromatografii za nativnich podminek. Eluce smési
nefosforylované prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3( ve stechiometrickém poméru 1:2
ukazala dva ptekryvajici se, avSak zietelné odliSené individualni vrcholy. Oproti
tomu molekuly ve smési prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3( migrovaly jako ¢astice stejné

velikosti a na chromatogramu ukazaly jeden vrchol (obr.2).
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Obr. 2: Gelova permeacni chromatografie. (A) prokaspasa-2 (B) Smés prokaspasy-
2 a 14-3-3( v molarnim pomeru 1:2 (C) 14-3-3( (D) smés prokaspasy-2 (dp) a 14-
3-3(. Jednotlive frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.1.3. Pro vytvoreni stabilniho komplexu mezi proteiny prokaspasy-2 (dp) a
dimerem proteinu 14-3-3( je nutna pritomnost obou fosforylovanych
vazebnych motivi

Formovani komplexu s proteinem 14-3-3C bylo ovéteno nativni TBE-PAGE.
Komplex se vytvofil pouze u varianty, kde byly oba seriny Ser'*® a Ser'®

fosforylované. Pfitomnost pouze jednoho fosforylaéniho mista byla pro vytvoreni

stabilniho komplexu nedostate¢na (obr. 3).
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Obr. 3: Nativni TBE-PAGE. Interakce 14-3-3( s prokaspasou-2 fosforylovanou na

Ser’®® na Ser'® anebo na obou serinech Ser'3’ a Ser'*.

4.1.4. Vazba dimeru 14-3-3( chrani prokaspasu-2 pred proteolytickou
degradaci in vitro

Experiment vyuzivajici metodu limitované proteolyzy byl zvolen pro
potvrzeni hypotézy, ze dimer 14-3-3 obklopujici N-terminalni ¢ast molekuly

prokaspasy-2 chrani tento Usek pied proteolyzou.
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Obr. 4: Limitovana proteolyza prokaspasy-2 samotné a v komplexu s proteinem 14-
3-3{ enzymy trypsinem (A) a chymotrypsinem (B) v casovych intervalech 0, 10, 20 a

30 minut.
Byla provedena limitovand proteolyza jak samotnych proteint, tak jejich

komplexu, enzymy trypsinem a chymotrypsinem v postupnych casovych

intervalech. Samotna prokaspasa-2 byla velmi sensitivni k proteolytické¢ degradaci
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trypsinem i chymotrypsinem, vazba 14-3-3( vSak jeji proteolyzu znacné potlacila

(obr. 4). Stdpené fragmenty byly analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie.

4.1.5. 14-3-3y interaguje v komplexu s prokaspasou-2 (dp) s C-terminalni ¢asti
jeji domény p12, ktera je zapojena do dimerizace kaspasové molekuly

Pro sledovani tsekt molekul prokaspasy-2 (dp) a proteinu 14-3-3 v, které jsou
zapojeny do vzdjemné interakce, byla zvolena metoda H/D vymény spojené
s hmotnostni spektrometrii. Méfeni deuterizace prokaspasy-2 (dp) v komplexu se
14-3-3y zaznamenalo pokles izotopové vymeény oproti samotné prokaspase-2 (dp),
a to jak v useku Ser'*? (rozsah aminokyselin 135-146), tak také v doméné p12 (408-
413), coz svédci o protekei téchto usekil prokaspasy-2 (dp) vazbou se 14-3-3y.
M¢feni HDX-MS a jeji analyzu provedli FrantiSek Filandr a Petr Man z
Mikrobiologického ustavu AV CR, Biocev

4.1.6. Krystalova struktura komplexu 14-3-3yAC s dvojité fosforylovanym
peptidem prokaspasy-2 pS'**+pS'%4

Pro detailni pfedstavu o vazebném misté prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3
byla vyfeSena krystalova struktura komplexu dvojit¢ fosforylovaného peptidu
prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3yAC. 14-3-3yAC (rezidua 1-234) je zkracena forma
proteinu 14-3-3y o C-terminalni flexibilni usek, ktery je neuspofadany a
v krystalovych strukturdch neviditelny. Fosfopeptid prokaspasy-2 byl dlouhy 34
aminokyselin v rozsahu Asp'® — Lys'®, obsahoval fosforyla¢ni mista Ser!*® a Ser'®*
a jadernou lokaliza¢ni sekvenci. Krystalova struktura s rozliSenim 2.7 A ukazala
fosfopeptid vazany uvniti centralniho kanalu 14-3-3 dimeru, se Ser'*® vazanym ve
vazebném zlabku jednoho protomeru a se Ser!®* vazanym ve vazebném
7labku protomeru druhého (obr. 5). Okoli fosforylaéniho motivu Ser!*® je pevng
véazéano polarnimi vazbami, zatimco v okoli Ser!®* byla s dostate¢nou elektronovou
densitou identifikovana pouze 4 aminokyselinova rezidua Glu'®2-Asp'®®. Tato
pozorovani podporuji jiz zjistény fakt, Ze Ser'*” je primarni vazebné misto s vysokou
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afinitou a Ser'®* je mistem sekundarnim, av$ak nutnym pro uplnou biologickou
aktivitu. Krystalizace probéhla pod dohledem prof. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. na
Ptirodovédecké fakult¢ UK v Praze, pocitaCovou analyzu krystalové struktury

provedla vedouci projektu RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.

A Peptidy kaspasy-2
pS164 pS139

-3-3AC dimer

Obr. 5: Krystalova struktura fosfopeptidu prokaspasy-2 pS'**+pS'%? vizaného
k dimeru 14-3-3yAC (PDB ID: 6SAD). Prerusovana zZluta linka na obrazku B znaci

sekvenci linkeru mezi Ser’® a Ser'®, kterd nebyla v krystalové struktuie viditelna.

4.2. Charakterizace vazby CaMKK?2 s proteinem 14-3-3y

CaMKK2 byla exprimovdna v rozsahu aminokyselin 93-517. Mutaci v
aktivnim misté D330A bylo zamezeno jeji autofosforylaci. Cilenou mutagenezi byly
pfipraveny varianty CaMKK?2, které obsahovaly bud’ jedno fosforylaéni vazebné

misto Ser'” nebo Ser’!!

, anebo obé¢ tato fosforyla¢ni mista najednou. Formovani
komplexu s proteinem 14-3-3y bylo ovéfeno nativni TBE-PAGE. Z experimentu
vyplynulo, ze CaMKK2 tvoii stabilni komplex s proteinem 14-3-3y, a to 1 v

pritomnosti pouze jednoho fosforylacniho mista.
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5. Diskuse

Kaspasa-2 se ucastni reakci, které rozhoduji o pteziti buniky ¢i o jejim zaniku.
Reaguje na extra i intracelularni apoptotické stimuly a spousti kaskaddu déja
vedoucich k apoptose. Regulace aktivace kaspasy-2 je pro tyto pochody klicovym
bodem. Kaspasa-2 se vyskytuje v bunkach ve formé neaktivniho zymogenu
(prokaspasa-2) a regulace jeji aktivace probihd posttranslacné, stejné¢ jako u
ostatnich kaspas.

Fosforylace pomoci kinasy CaMKII popsana u X. laevis na Ser'® (Ser'®* u
lidské kaspasy-2) vede k vazbé proteinu 14-3-3, ktery udrzuje prokaspasu-2
v inhibovaném nematurovaném stavu. Defosforylaci fosfatasou PP1 se prokaspasa-
2 uvolni z vazby s proteinem 14-3-3, dojde k vazbé s adaptorovymi proteiny a
k okamzité aktivaci (Nutt et al., 2009, 2005). U lidské prokaspasy-2 existuji dalsi tti
fosforyla¢ni mista zapojena do regulace jeji aktivity. Je to Ser'’, cil proteinkinasy
CK2, jehoz fosforylace oslabuje aktivaci prokaspasy-2 (Shin et al., 2005); Ser**, cil
CDKI1 (z angl. cyclin-dependent kinase 1), jehoz fosforylace inhibuje autolytické
Stépeni prokaspasy-2 béhem maturace a chrani tim buniky ptfed apoptosou béhem
mitotické ¢4sti buné¢ného cyklu (Andersen et al., 2009), a Ser'*®, cil dosud
neidentifikované kinasy, jehoZ fosforylace miize byt zapojena do tumorsupresivnich
funkci kaspasy-2 (Ren et al., 2012). Bioinformatické analyzy naznacily, ze Ser'* by
mohl byt u ¢lovéka spolu se Ser!'®* vazebnym mistem pro regulaéni protein 14-3-3,
coz je také v souladu s vyskytem dvou fosforyla¢nich mist vzdalenych od sebe
piiblizn¢ 20 aminokyselin i u mnoha dalSich vazebnych partnerti proteini 14-3-3
(Alblova et al., 2017; Molzan and Ottmann, 2012; Rittinger et al., 1999; Rose et al.,
2012; Sluchanko et al., 2017).

Z nasi studie vyplynulo, Ze obé& fosforyla¢ni mista Ser'*® i Ser!® se podileji na
vazb¢ prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3(. Navic bylo zjiSténo, Ze pro vytvoieni
komplexu mezi t€mito dvéma proteiny je potieba obou fosforylovanych serint Ser!®

i Ser'® (obr. 3). Rozdil ve vazebné afinité peptidii prokaspasy-2, které obsahovaly
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po jednom fosforylovaném motivu (pS'*® nebo pS!®*) nebo oba motivy najednou
(pS'3%4+pS!®) (obr. 1A), ukézal, Zze dominantni funkci ve vazb& prokaspasy-2
k proteinu 14-3-3( ma vazebné misto obsahujici pSer'*; vazebné misto obsahujici
pSer'® je sekundarni. Je vSak nepostradatelné pro plnou biologickou aktivitu
enzymu (obr. 1B) (Yaffe, 2002).

Ze srovnani vazebné afinity prokaspasy-2 (123-452) o hodnoté Kp 230 + 30
nM, svazebnou afinitou fosfopeptidu prokaspasy-2 pS!*+pS!%4 ktera byla
v mikromolarnim rozpéti, vyplynulo, Ze na vazb¢ prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3C
se podili 1 ostatni ¢asti molekuly prokaspasy-2. Tato skutecnost byla popsana jiz
diive u komplext 14-3-3 se serotonin N-acetyltransferasou (AANAT) (Obsil et al.,
2001), neutralni trehalasou (Nth1) (Alblova et al., 2017) a heat shock proteinem
HSPB6 (Sluchanko et al., 2017).

Hypotézu, ze do vazby molekuly prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3( jsou kromé
vazebnych fosforylovanych motivli zapojeny také ostatni ¢asti molekuly
prokaspasy-2, podpofilo vytvofeni strukturniho modelu zaloZeném na datech z
méfeni SAXS a vzdalenostnich omezenich 14-3-3y a domény p12 ziskanymi pomoci
chemického zesiténi kombinovaného s hmotnostni spektrometrii. N-termindlni ¢ast
prokaspasy-2 obsahujici linker s vazebnymi misty Ser'*® a Ser!®* je zanofena u dna
centralniho zlabku dimeru 14-3-3(. Konstrukt pouzity pro tuto studii postradal N-
termindlni prodoménu CARD nezbytnou pro vazbu adaptorovych proteini, je-li
vSak linker mezi CARD a pl19 doménou skryty uvnitt dimeru 14-3-3, mizeme
usuzovat, ze i prodoména CARD je s dimerem 14-3-3 v tésném kontaktu. Z naSich
méieni dale vyplyva, ze také vétSina malé katalytické podjednotky p12 prokaspasy-
2 je uvnitf centralniho zlabku 14-3-3C a jeji helix a7 interaguje s klickou mezi helixy
H3 a H4 proteinu 14-3-3(. Pozice domén p12 a p19 prokaspasy-2 jsou stabilizovany
interakci s helixy H9 obou protomert 14-3-3(. Tyto vysledky byly potvrzeny 1
méfenim H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii, kdy po vytvoieni
komplexu prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3y klesla mira izotopové vymény jak v oblasti

vazebného mista Ser'®® (Gsek aminokyselin 135-146), tak také v misté C-
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terminalniho helixu a7 v doméné p12 (408-413), coz svédci o protekci téchto tisek
prokaspasy-2 (dp) proteinem 14-3-3y.

Proenzym kaspasy-2 je aktivovan vazbou na vysokomolekuldrni komplex
slozeny z adaptorovych proteinil, ve kterém ziskaji molekuly prokaspasy-2 vhodnou
prostorovou orientaci pro naslednou autoproteolyzu (Park et al., 2007). Je odstépena
prodoména CARD a linkery mezi doménami a vznikd maturovand aktivni kaspasa-
2 jako heterodimer sloZzeny ze dvou p19 a dvou p12 katalytickych podjednotek. Bylo
prokdzano, Ze dimerizace prokaspasy-2 vyzaduje jak doménu CARD, tak
aminokyselinova rezidua z C-koncové domény p12 (Butt et al., 1998; Schweizer et
al., 2003; Tang et al., 2011). NaSe data ukazala, Ze oba regiony pottebné pro
dimerizaci prokaspasy-2 jsou v t€¢sném kontaktu s molekulou dimeru 14-3-3, a proto
zpusob, kterym 14-3-3 inhibuje aktivaci prokaspasy-2, miize byt cestou zabranéni
oligomerizace prokaspasy-2 a/nebo jeji vazby na adaptorové proteiny.

Kaspasa-2 se jako jedind s kaspas vyskytuje nejenom v cytoplazmé buriky, ale
také jadre. V zavislosti na druhu podnétu ma dva oddélen¢ aktivaéni profily. Zasahy
do bunky poSkozujici DNA vyvolavaji aktivaci prokaspasy-2 v jadife, zatimco
aktivace v cytoplasmé je odezvou na jiné stresové podnéty (Ando et al., 2017).
Lokalizace prokaspasy-2 je tizena jadernou lokalizacni sekvenci, ktera je umisténa
piesné mezi ob&éma 14-3-3 vazebnymi motivy Ser'*® a Ser'® v linkeru mezi
prodoménou CARD a velkou podjednotkou p19 katalytické domény prokaspasy-2
(Baliga et al., 2003; Mancini et al., 2000; O’Reilly et al., 2002). Krystalicka struktura
dvojité fosforylovaného peptidu prokaspasy-2 pS'**+pS'®* v rozsahu aminokyselin
135-168 potvrdila, ze k interakci mezi proteinem 14-3-3yAC a prokaspasou-2 jsou
nutné oba fosforylované vazebné motivy Ser'* a Ser!®, a také nalezla dalsi interakce
mezi linkerem spojujicim tyto dva motivy a 14-3-3yAC. Jelikoz je tato oblast
prokaspasy-2 zanotena do centralniho Zlabku dimeru 14-3-3, miZzeme usuzovat, Ze
protein 14-3-3 pii vazbé na prokaspasu-2 kryje jeji NLS a miize tak inhibovat

aktivaci kaspasy-2 prostifednictvim jeji lokalizace v buiice.
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Strukturni analyza dale potvrdila, Ze Ser'** je dominantnim vazebnym
mistem, které je se svym okolim pevné vazano polarnimi vazbami ve vazebném
7labku jednoho protomeru 14-3-3, kdezto Ser'® lezi v neuspoidadané C-terminalni
¢asti linkeru prokaspasy-2 snizs§i afinitou k povrchu protomeru druhého. Pro
formovani komplexu jsou vSak nutnd ob¢ tato fosforylovand mista. Fosforylace

139

Ser'” vyvola interakci sregulaénim proteinem 14-3-3, kterd je doplnéna a

stabilizovana interakci s druhym sekundarnim fosforylovanym motivem Ser'®*
s niz8i afinitou (Yafte, 2002).

Dal$im vazebnym partnerem proteinii 14-3-3, u kterého byla provedena
charakterizace interakce, je kinasa CaMKK2. Mezi ¢tyfmi  kandidatnimi
fosforyla¢nimi vazebnymi misty byla potvrzena dvé mista, a to Ser'® a Ser’!!, ktera
se Ucastni vazby s proteinem 14-3-3y. Podobn¢ jako u prokaspasy-2, i zde byl pomér
molekul v komplexu 1:2, tedy jedna molekula CaMKK2 se vaze k dimeru 14-3-3y.
Metodou nativni elektroforesy v TBE pufru bylo zjisténo, Ze k vytvotfeni komplexu
staci pouze jedno fosforylované vazebné misto. Strukturni analyza komplexu vSak
ukazala, Ze zatimco komplex 14-3-3y s CaMKK2-S'” je velmi flexibilni a ma
asymetricky protahly tvar, pfitomnost druhého fosforylovaného vazebného mista
Ser’!! zvysila celkovou stabilitu komplexu a snizila konformaéni flexibilitu. Dalsi
méteni pfinesla zjiSténi, Ze protein 14-3-3 neinhibuje aktivitu kinasy CaMKK2,
podobné jako je tomu u strukturné podobné CaMKK 1 (Davare et al., 2004; Ichimura
et al., 2008), ale spiSe zpomaluje jeji defosforylaci. To naznacuje, ze isoformy
CaMKK se 1181 v regulaci zprostfedkované 14-3-3, patrné kvili rozdilim v jejich

biochemickych vlastnostech (Anderson et al., 1998; Tokumitsu et al., 2000).
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6. Zavér

Cilem disertacni prace bylo popsat mechanismus inhibice lidské kaspasy-2
prostfednictvim regulacnich proteinti 14-3-3. Proteiny 14-3-3 interaguji se svymi
ligandy prostfednictvim fosforylovanych vazebnych motivii. Mechanismus regulace
aktivity raznych ligandi se 1i$i. Svou vazbou mohou napiiklad pfimo zménit
konformaci vazebného partnera, mohou maskovat jeho vazebny povrch anebo
vazbou dvou ligandii mohou zprosttedkovat nové interakce. Jednim z vazebnych
partnertt je kaspasa-2, enzym pusobici v kaskadé déji vedoucich k apoptose.
Inhibice aktivace kaspasy-2 proteinem 14-3-3 byla popséna v souvislosti
s energetickou bilanci buiikky u oocytl X. /aevis a pozdéji také u mysi (Nutt et al.,
2009, 2005), nebyla vSak popsdna molekularni podstata této regulace.

Zékladnim pfedpokladem bylo vypracovani protokolu na expresi a purifikaci
stabilni a solubilni formy enzymu kaspasy-2 v dostate¢ném mnozZstvi a Cistot¢.

Z dosavadnich poznatki a bioinformacni analyzou byla predikovana dvé

mozna vazebna mista v molekule prokaspasy-2, a to Ser'*® a Ser!'®*

. Byla vytvotena
neaktivni varianta prokaspasy-2, ktera nepodléhala proteolytickému Stépeni a
obsahovala linker s vazebnymi misty pro protein 14-3-3, ktery se jinak pfi maturaci
enzymu odstépuje. Byla vytvofena varianta neaktivni prokaspasy-2, kde byla
predikovana mista Ser'*® a Ser'®* upravena tak, aby mohla byt fosforylovana PKA.

Metodami AUC a nativni elektroforésy v TBE pufru bylo potvrzeno, Ze
prokaspasa-2 fosforylovana na obou serinech Ser'*® a Ser!®* tvofi stabilni komplex
s proteinem 14-3-3C. Navic bylo zji$téno, ze tento komplex se tvoii pouze tehdy,
jsou-li ob¢ tato mista fosforylovana.

Fluorescencné polarizacni esej, kterd sledovala vazbu prokaspasovych

fosfopeptidl k 14-3-3(, odhalila, Ze vazebna afinita fosfopeptidi obsahujicich bud’
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Ser'®® nebo Ser!® neni stejna. Ser'*® s vysokou vazebnou afinitou se jevi jako

4

primarni misto vazby, kterou dopliiuje sekundarni vazba Ser'®*, kterd je

nizkoafinitni, avSak nutna pro plnou biologickou aktivitu.
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Metodou AUC byl urcen stechiometricky pomér v komplexu prokaspasy-2
(dp) se 14-3-3(, a to 1:2, kdy jedna molekula prokaspasy-2 (dp) se vaze k dimeru
14-3-3C. Byla stanovena hodnota zdéanlivé disociacni konstanty proteinového
komplexu Kp 230 + 30 nM.

Strukturnim modelovanim zalozeném na vysledcich ze SAXS a chemického
zesiténi byl vytvoren model komplexu, ktery ukdzal jeho kompaktni tvar, ve kterém
je molekula prokaspasy-2 (dp) svym linkerem s vazebnymi misty Ser'* a Ser!®* a
také C-terminalni ¢asti podjednotky p12 zanotfena do centralniho zlabku dimeru 14-
3-3( a celda molekula prokaspasy-2 (dp) je stabilizovana interakci s helixy H9 obou
protomerti proteinu 14-3-3(. Z modelu vyplynulo, Ze na interakci mezi proteiny se
podili kromé& vazebnych mist Ser'*® a Ser'®* i ostatni ¢asti obou molekul. S timto
zjiSténim jsou v souladu 1 vysledky méfeni HDX-MS, které odhalily mista kontaktu
molekuly prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3y. Také rozdil ve vazebné afinité fosfopeptidi
prokaspasy-2 s disociacni konstantou v mikromolarnim rozpéti a afinit¢ molekuly
prokaspasy-2 (dp) (123-452) s disociaéni konstantou v rozpéti nanomolarnim
potvrzuje podil dalSich ¢asti molekul na vzajemné vazbé.

Nebot’ protein 14-3-3 svou vazbou prostorové obklopuje malou katalytickou
podjednotku p12 prokaspasy-2, ktera se Ui€astni jeji oligomerizace, usuzujeme, ze
mechanismus inhibice aktivace prokaspasy-2 proteinem 14-3-3 miiZze byt
v blokovani jeji oligomerizace béhem maturace a/nebo blokovani jeji vazby na
adaptorové proteiny.

Krystalizace fosfopeptidu prokaspasy-2 obsahujicim obé& vazebna mista Ser!*
a Ser!®* v rozpéti aminokyselin 135-168 s proteinem 14-3-3yAC dala piedstavu o
detailnim postaveni aminokyselin ve vazebném misté. Krystalova struktura
komplexu ukazala, Ze protein 14-3-3 svou vazbou téZ obklopuje jadernou lokaliza¢ni
sekvenci, kterd se nachazi v molekule prokaspasy-2 na spojnici mezi vazebnymi
motivy Ser!® a Ser!®. Proto dal$im moznym mechanismem vlivu proteinu 14-3-3

na jeji aktivaci miZe byt blokovani jeji translokace z cytoplasmy do jadra a nasledné
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aktivace v jadru bunky, ke které dochazi v ptipadech poSkozeni dvousroubovicové
DNA.

V projektu charakterizace vazby proteinu 14-3-3 ke kinase CaMKK?2 bylo
ocekavano pozorovani inhibice aktivity kinasy, podobné jako je tomu u jejiho
isomeru CaMKK1. Tento jev nebyl potvrzen, pozorovano bylo spiSe zpomaleni
defosforylace CaMKK2 po vazbé na protein 14-3-3. Byla identifikovana dvé
vazebnd mista v molekule CaMKK2, a to Ser'® a Ser’'!. Metoda TBE-PAGE
odhalila, ze k vytvofeni komplexu mezi molekulami sta¢i pouze jedno fosforylované
misto, nicméné strukturni analyzy komplext 14-3-3y s molekulami CaMKK?2-S'% a
CaMKK2-S'%-311 ykazaly, ze vazba obou fosforylovanych mist najednou pfispéje k

celkové stabilit¢ komplexu a snizeni jeho konformacni flexibility.
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7. Souhrn

Kaspasa-2 je jednim z enzymil v kaskad¢ dé&ji vedoucich k apoptose. Ma
vyznamnou Ulohu v rozhodovéni o osudu buriky, a proto je regulace jejiho zapojeni
do apoptotickych déji velmi vyznamnd. Naplni této disertacni prace bylo objasnéni
jednoho ze zplsobu inhibice aktivity lidské kaspasy-2, a to prostfednictvim jeji
posttransla¢ni modifikace fosforylace a nésledné vazby regulacniho proteinu 14-3-
3. Ve studii bylo potvrzeno, ze protein 14-3-3 se vaze na dvé fosforylacni mista v
molekule prokaspasy-2 umisténa v linkeru mezi N-terminalni prodoménou CARD a
velkou katalytickou podjednotkou p19. Komplex tvoti jedna molekula prokaspasy-
2 vazana na dimer 14-3-3, se silnou vazebnou afinitou. Komplex ma kompaktni tvar,
ve kterém je molekula prokaspasy-2 ¢aste¢né zanotena do centralniho zlabku dimeru
a stabilizovana C-termindlnimi helixy obou protomeri proteinu 14-3-3. Na dné
centrdlniho kanalu dimeru je véazand cast molekuly prokaspasy-2 obsahujici
fosforylovana vazebna mista Ser'® a Ser'®, jadernou lokalizaéni sekvenci a také
malou katalytickou podjednotku pl12. Vzhledem k témto mistim interakce lze
usuzovat, ze jednim ze zptsobl regulace prokaspasy-2 proteinem 14-3-3 je inhibice
jeji oligomerizace a/nebo vazby na adaptorové proteiny. Druhym moznym
zpusobem je regulace aktivace prostfednictvim lokalizace v buiice.

CaMKK2 je clen rodiny kalcium/kalmodulin dependentnich kinas
podilejicich se na celé fadé pochodli v organismu. Samotny gen CaMKK2 ma
nejsilngj$i expresi v mozku a ovliviiuje signalni kaskady souvisejici s ucenim a
paméti, diferenciaci a migraci neuroni, ristem neuritd a tvorbou synapsi (Hatsuda
etal.,2023; Lee et al., 2022; Najar et al., 2021). Porozuménim mechanismu regulace

aktivity této kinasy prostfednictvim proteinu 14-3-3 se vyzkum mize pfiiblizit

wrwe
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8. Summary

Caspase-2 acts as one of the enzymes in the cascade of reactions leading to
apoptosis. It plays an important role in cell fate decision and therefore regulation of
its involvement in apoptosis is very important. The aim of this thesis was to elucidate
one of the ways of regulation of human caspase-2 activity, namely its post-
translational modification by phosphorylation and subsequent binding of the
scaffolding protein 14-3-3. In this study, it was confirmed that the 14-3-3 protein
binds to two phosphorylation sites in the procaspase-2 molecule located within the
linker between the N-terminal CARD prodomain and the large catalytic subunit p19.
The complex consists of a single procaspase-2 molecule bound to the 14-3-3 dimer,
with a strong binding affinity. The complex has a compact shape in which the
procaspase-2 molecule is partially embedded in the central groove of the dimer and
stabilized by interactions with the C-terminal helices of both 14-3-3 protomers.
Sterically occluded within the central groove of the dimer is a sequence of the
procaspase-2 molecule containing phosphorylated Ser'*® and Ser'® binding sites, a
nuclear localization sequence, as well as a small catalytic subunit, p12. Given these
interaction sites, it can be inferred that a possible way of inhibition of procaspase-2
by 14-3-3 protein is through preventing its oligomerization and/or binding to adaptor
proteins. The second possible mode of inhibition is through cellular localization.

CaMKK?2 is a member of a family of calcium/calmodulin-dependent kinases
involved in a variety of processes in the body. The CaMKK?2 gene itself has the
strongest expression in the brain and influences signalling cascades related to
learning and memory, neuronal differentiation and migration, neurite outgrowth, and
synapse formation (Hatsuda et al., 2023; Lee et al., 2022; Najar et al., 2021). By
understanding the mechanism of regulation of this kinase activity by the 14-3-3
protein, research may move closer to explaining the causes of kinase-related

disorders.
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