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Abstract

The 14-3-3 family of phosphoserine/phosphothreonine-binding proteins dynamically
regulates the activity of their binding partners in various signaling pathways that control di-
verse physiological and pathological processes such as signal transduction, metabolic path-
ways, cell cycle and apoptosis. More than 300 different cellular proteins from diverse eukary-
otic organisms have been described as binding partners for the 14-3-3 proteins.

During my Ph.D., | was particularly interested in the role of 14-3-3 proteins in the reg-
ulation of G protein signaling pathway. The 14-3-3 proteins affect the G protein signaling via
the interaction with negative regulators of G protein cascade — the RGS proteins and
phosducin. | employed both biochemical and biophysical approaches to understand how the
activity and function of RGS3/14-3-3 and phosducin/14-3-3 complexes are regulated.

I solved the low-resolution solution structure of RGS3/14-3-3 protein complex that
shows the RGS domain of RGS3 bound to the 14-3-3 dimer in a unique manner by interacting
with less-conserved regions on the outer surface of the 14-3-3 dimer outside its central chan-
nel. This was the first experimental evidence showing that the 14-3-3 protein directly interacts
with its binding partner using regions other than that of the central channel. The involvement
of such less-conserved regions may provide a general explanation for the observed isoform-
specific interactions between 14-3-3 and their ligands. The structure of the RGS3/14-3-3
complex also provides an explanation for the 14-3-3-dependent inhibition of RGS3 function.
It shows that the 14-3-3 protein, besides binding to the phosphorylated N terminal 14-3-3
binding motif, interacts with the C terminal RGS domain in close proximity to the Ga-binding
interface, and hence can sterically occlude it. In addition, the time resolved fluorescence
measurements indicate that the 14-3-3 protein binding causes significant conformational
changes of the RGS domain structure within its Go-interacting portion.

To gain insight into the role of 14-3-3 in the regulation of phosducin function, I stud-
ied structural changes of fosducin induced by phosporylation and the 14-3-3 protein binding
using time-resolved fluorescence spectroscopy. | provided the structural explanation for the

14-3-3-dependent inhibition of phosducin function.



Abstrakt

Proteiny 14-3-3 skrze vazbu na vice jak 300 rozli¢nych, ptedevsim fosforylovanych,
proteint reguluji znaéné mnozstvi biologicky vyznamnych déji, napt. apoptosu, buné¢ény cyk-
lus, pfenos signalu ¢i metabolické drahy.

V ramci svého Ph.D. studia jsem se zabyvala tlohou proteint 14-3-3 v regulaci G pro-
teinové signalizace. Proteiny 14-3-3 ovliviiuji G proteinovou drahu skrze interakci s negativ-
nimi regulatory G proteinové kaskady — proteiny RGS a fosducinem. Tato disertacni prace si
klade za cil pomoci rozlicnych biochemickych a biofyzikalnich metod pochopit strukturni
podstatu mechanismu, kterym fosforylace a vazba proteini 14-3-3 reguluje biologickou akti-
vitu a funkei proteini RGS3 a fosducinu.

Povedlo se mi vyfesit strukturu komplexu RGS3/14-3-3 s nizkym rozliSenim, ktera
ukazala, Ze RGS doména proteinu RGS3 interaguje s malo konzervovanou oblasti proteinu
14-3-3 nachazejici se mimo centralni kanal. Tato struktura spolecné s daty z casové-rozliSené
fluorescence vysvétluji mechanismus jakym vazba proteinu 14-3-3 na protein RGS3 blokuje
interakci mezi proteinem RGS3 a Ga podjednotkou. Vazba proteinu 14-3-3 jednak tuto in-
terakci stericky blokuje a navic zplisobuje signifikantni konformaéni zménu RGS domény v
okoli cysteinu 456, ktery je soucasti interakéniho povrchu s Ga podjednotkou. Interakce RGS
domény s malo konzervovanou oblasti proteinu 14-3-3 na vnéjsi strané¢ dimeru je prvnim
strukturnim diikazem, ze vazebni partnefi proteinu 14-3-3 interaguji nejen s centralnim kana-
lem ale i s ostatnimi ¢astmi proteinu 14-3-3. To muze vysvétlovat specifitu, kterou vazebni
parnefi vykazuji ve vybéru isoformy proteinu 14-3-3, na kterou se vazi.

Pro pochopeni ulohy, kterou proteiny 14-3-3 hraji v regulaci funkce fosducinu jsem
pomoci metody Casové-rozliSené fluorescen¢ni spektroskopie studovala konformaéni zmény
fosducinu zplisobené fosforylaci a vazbou proteinu 14-3-3. Na zaklad¢ téchto dat jsem vysvét-
lila strukturni podstatu mechanismu, kterym proteiny 14-3-3 inhibuji funkci fosforylovaného

fosducinu.
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Piedkladana prace je soucasti SirSiho projektu laboratofe doc. RNDr. Tomase Obsila,
Ph.D. V ramci tohoto projektu studujeme molekularni mechanismy regulace proteinti v zavis-
losti na jejich fosforylaci a vazbé proteind 14-3-3. V této disertacni praci jsem se konkrétné
zabyvala ulohou proteint 14-3-3 v regulaci G-proteinové signalizace.

G-proteinova signalni draha hraje klicovou roli v pienosu signalu pies plasmatickou
membranu a je nezbytna pro vSechny aspekty bunécné a orgadnové fyziologie. Mnoho lidskych
nemoci je zpusobeno odchylkou v G-proteinové draze a terapeuticky efekt velkého mnozstvi
soucasnych 1kt je zacilen pravé na nékterou z komponent G-proteinové signalizace.

Aby tato signélni kaskada mohla spravné plnit svoji nesmirné diilezitou tlohu v buiice,
je nutné, aby efektivné fungovala jeji regulace. K regulaci mize dochazet bud’ na urovni re-
ceptord spojenych s G proteinem, nebo na urovni samotnych G proteinti. Jsou znamy dva me-

chanismy, kterymi je tato draha negativné regulovana na urovni G proteint:

e Vazba fosducinu na GBy podjednotku heterotrimerni G proteinu, ¢imz je zabranéno
opétovnému spojeni GBy s Go.
e Vazba proteinu RGS na aktivovanou Go-GTP podjednotku heterotrimerniho G protei-

nu. Tato vazba zptsobi urychleni hydrolyzy GTP.

Proteiny RGS a fosducin jsou ovSem samy regulovany fosforylaci a vazbou proteint
14-3-3. Proteiny 14-3-3 jsou dimerni, vysoce konzervované regulacni proteiny, které se hojné
exprimuji ve vSech eukaryotickych organismech. Skrze vazbu na vice jak 300 rozli¢nych,
pfedevsim fosforylovanych, proteint reguluji zna¢né mnozstvi biologicky vyznamnych déja,
napf. apoptosu, bunéény cyklus, prenos signalu ¢i metabolické drahy.

Piestoze jsou proteiny 14-3-3 stiedem zdjmu mnoha védeckych skupin po celém svéte,
znalosti o strukturnich mechanismech, kterymi tyto proteiny reguluji své vazebné partnery,
jsou minimalni a odhalovany jen po malych kruccich. Jejich uloha v regulaci G-proteinové
signalizace je klicova pro spravnou funkci této veledilezité drahy. Tato disertacni prace si
klade za cil pomoci rozlicnych biochemickych a biofyzikalnich metod pochopit strukturni
podstatu mechanismu, kterym fosforylace a vazba proteint 14-3-3 reguluje biologickou akti-

vitu a funkei proteinit RGS3 a fosducinu.

14



2. Literarni prehled

15



2.1 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou stiedem z&jmu mnoha védeckych skupin predev§im diky rozma-
nitosti biologickych déji, kterych se ucastni. Hraji dileZitou roli v bunéénych procesech, jako
je regulace apoptosy, bunéného cyklu, pienosu signalu ¢i metabolickych drah. Jde o dimerni,
vysoce konzervované regulaéni proteiny, které se hojné exprimuji ve vSech eukaryotickych
organismech (Aitken et al., 1992; Ferl et al., 2002). Poprvé byly identifikovany v 60. letech
minulého stoleti pii analyze proteind exprimovanych v mozkové tkani. Neobvykly nazev ,,14-
3-3* odrazi Cisla, které méla frakce pii separaci pomoci dvoudimensionalni DEAE-celulosové
chromatografie a Skrobové elektroforézy (Moore and McGregor, 1965). Od té doby bylo iden-
tifikovano nékolik isoforem téchto proteinti. Zatimco kvasinky exprimuji pouze dvé (BMHI,
BMH?2), u savct bylo identifikovano nejméné 7 isoforem (B, v, €, o, (, 1, n). Fosforylované
formy B a y byly zpo€atku popsany jako isoformy o a 6 (Aitken et al., 1995). U rostlin bylo

zatim objeveno 15 isoforem (Rosenquist et al., 2001).
2.1.1 Vazebni partneri a funkce proteinu 14-3-3

Doposavad bylo identifikovano vice jak 300 vazebnych partnert proteinti 14-3-3. Me-
zi vyznamné vazebné partnery patii proteinové kinasy (napt. PKC (Van Der Hoeven et al.,
2000), ASK1 (Zhang et al., 1999)), fosfatasy (napf. Cdc25A (Conklin et al., 1995)), regulato-
ry G-proteinové signalizace (napt. RGS3 (Benzing et al., 2000), fosducin (Nakano et al.,
2001)), enzymy (napf. serotonin N-acetyltransferasa (Ganguly et al., 2001), tryptofanhydro-
xylasa, tyrosinhydroxylasa (Ichimura et al., 1988)), také nékteré strukturni a cytoskeletarni
proteiny, receptory, proteiny Gcéastnici se regulace buné¢ného cyklu a apoptozy (van Hemert
et al., 2001). Diky vysokému poctu vazebnych partnert hraji proteiny 14-3-3 dilezitou roli v
mnoha bunécnych procesech jako je regulace apoptosy, bunéného cyklu, pfenosu signalu,
metabolickych drah, diferenciace a proliferace buiiky, transkripce, podileji se na intracelular-
nim transportu, bunécné adhesi, ¢i ovliviuji strukturu cytoskeletu (Gardino et al., 2006; Porter
et al., 2006; Tzivion et al., 2006).

Analyza znamych vazebnych mist proteini 14-3-3 spole¢n¢ s vyuzitim peptidovych
knihoven umoznila definovat dva vysoce afinitni fosforylacné-dependentni vazebné motivy,
které jsou rozeznavany vSemi isoformami 14-3-3: RSXpSXP (motiv 1) a RXYpSXP (motiv

2), kde X znaci libovolnou aminokyselinu a pS fosforylovany serinovy zbytek (Rittinger et
16



al., 1999; Yaffe et al., 1997). Nedavno byla nalezena nova sekvence pS/pTX;.,COOH navrze-
na jako motiv 3 (Ganguly et al., 2005). Navic se ukazalo, Ze proteiny 14-3-3 jsou schopny
vazat i nékteré nefosforylované vazebné partnery (Aitken et al., 2002).

Funkce 14-3-3 proteini byva nejcastéji klasifikovana do tfi skupin podle toho, jakym
zpusobem reguluji svého vazebného partnera (Bridges and Moorhead, 2004):

1) Proteiny 14-3-3 meni konformaci svého vazebného partnera. Dimerni struktura pro-
teinu 14-3-3 je velmi rigidni, pfesto je schopna vazat velké mnozstvi rozli¢nych vazebnych
partnerd. Bylo proto navrzeno, Ze po vazb¢ na protein 14-3-3 mtze dojit ke zmén¢ konforma-
ce jeho vazebného partnera, zatimco konformace proteinu 14-3-3 ziistane nezménéna (Yaffe,
2002). Piikladem tohoto typu modulace je aktivace serotonin N-acetyltransferasy (AANAT).
Tento enzym je sam osob¢ katalyticky neaktivni pfedev§im diky nizké afinité k substratu.
Nicméné po fosforylaci tohoto enzymu dojde k navazéani proteinu 14-3-3, ktery stabilizuje
oblast molekuly AANAT odpovédnou za vazbu substratu. Tato strukturni stabilizace zvysi
afinitu pro substrat ptiblizné desetkrat a tak tento enzym aktivuje (Ganguly et al., 2001; Obsil
etal., 2001).

2) Proteiny 14-3-3 stericky blokuji dilezité oblasti svych vazebnych partnerii. Proteiny
14-3-3 mohou po vazb¢ na svého partnera kontrolovat jeho buné¢nou lokalizaci, napt. 14-3-3
protein odkryva ¢i zakryva jadernou signalni sekvence u FOXO transkrip¢nich faktori, ¢imz
mize regulovat jejich pohyb mezi cytoplasmou a jadrem (Van Der Heide et al., 2004).

3) Proteiny 14-3-3 mohou fungovat jako adaptorové proteiny. Tieti mozna funkce pro-
teini 14-3-3 je jejich schopnost slouzit jako adaptorova molekula. Mize tedy nastat situace,
kdy kazdy monomer proteinu 14-3-3 interaguje s jinym vabenym partnerem. Tim je zaji$téno,
ze se dva rizné proteiny octnou po dostatecné dlouhou dobu ve vzajemné tésné blizkosti. Pti-
kladem tohoto typu regulace je interakce proteinu 14-3-3 s glykogensyntaskinasou 3 a pro-

teinem tau (Agarwal-Mawal et al., 2003).

2.1.2 Struktura proteinua 14-3-3

14-3-3 proteiny tvofi hetero- i homodimery (Jones et al., 1995) s vyjimkou isoformy o,
ktera tvoii preferencné homodimery (Wilker et al., 2005). Prvni struktury proteinti 14-3-3
(isoformy ( a 1) (Liu et al., 1995; Xiao et al., 1995) ukazaly, ze kazdy monomer se sklada z
deviti antiparalelnich a —helixt (viz. Obr. 2.1). Molekula dimeru je tvaru pismene U a vytvari
zna¢né nabity kanal, ktery obsahuje dvé vazebnd mista pro své partnery. Dimer proteinu 14-3-
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3 mize tedy simultdnn¢ interagovat se dvéma motivy, které mohou byt soucasti jednoho ¢i
vice vazebnych partnerd (Obsil et al., 2001; Rittinger et al., 1999; Yaffe et al., 1997). Na
tvorbé dimeru se podileji helixy H3 a H4 jednoho monomeru a helixy H1 a H2 druhého mo-
nomeru. Vazebné misto je tvofeno helixy H3, H5, H7 a H9, respektive jejich aminokyselino-
vymi zbytky, které jsou exponovany do centralniho kanalu (Liu et al., 1995; Xiao et al.,
1995). Na vazbé fosfatové skupiny motivu klasického ligandu se podili zejména lysin 49, ar-
ginin 56, arginin 127 a tyrosin 128, coz jsou rezidua helixd H3 a HS (¢islovani odpovida lid-
ské isoformé ) (Rittinger et al., 1999).
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Obr. 2.1: Krystalova struktura dimerni formy proteinu 14-3-3 S navdzanymi fosfopeptidy (PDB kod:
1QJB) (Rittinger et al., 1999).

Dnes jiz je znama struktura v§ech sedmi savc¢ich isoforem (Yang et al., 2006). Oblasti,
které jsou vysoce konzervované u vSech isoforem proteinu 14-3-3, se nachazeji predevsim
Vv oblasti centralniho kanalu. Mén¢é konzervované aminokyselinové zbytky se nachazeji na
vngjsi strané dimeru 14-3-3 (viz. Obr. 2.2). Navic se za helixem H9 nachazi oblast tzv. C ter-
minalniho konce, ktera je velmi sekvencn€ rozmanita a jeho struktura nebyla doposud identi-
fikovana na Zadné z publikovanych struktur proteinti 14-3-3 a piedpoklada se, Ze je velmi
flexibilni (http://www.rcsb.org/pdb). Pies vysokou konzervaci aminokyselinovych zbytki
Vv oblasti centralniho kanalu, kterou sdili vSechny isoformy proteinu 14-3-3, vykazuje velké
mnozstvi vazebnych partnert zna¢nou specifitu ve vybéru isoformy, na kterou se vazi
(Gardino et al., 2006).
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Obr. 2.2: Krystalova struktura dimerni formy proteinu 14-3-3 obarvend podle konzervovanosti amino-
kyselinovych zbytkii. Zluté jsou zndzornény aminokyselinové zbytky, které jsou mezi savéimi isoforma-

mi proteinu 14-3-3 absolutné konzervované (Rittinger et al., 1999).

Struktura samotného proteinu 14-3-3, pfipadné proteinu 14-3-3 v komplexu s kratkymi
peptidy je velice dobtfe znama (http://www.rcsb.org/pdb). Bohuzel stale jesté chybi struktury,
kde by byl protein 14-3-3 v komplexu s celym vazebnym partnerem. Takové struktury existuji
pouze tfi, coz je velmi malo, vezmeme-li v uvahu, Ze vazebnych partnerd je znamo vice jak
300. Jedna se o krystalovou strukturu proteinu 14-3-3 v komplexu s serotonin N-acetyl
transferasou (AANAT) (Obsil et al., 2001), dale pak o krystalovou strukturu proteinu 14-3-3
v komplexu s N terminalni ¢asti H'-ATPasy (Ottmann et al., 2007) a o krystalovou strukturu
komplexu rostlinného proteinu 14-3-3 (GF14c) s florigenem Hd3a a fosforylovanym pepti-
dem odvozenym z transkrip¢niho faktoru OsFD1 (viz. Obr. 2.3). Posledni jmenovana struktu-
ra ukazala, Ze ,klasicka™ predstava o interakcich proteinti 14-3-3, kdy se vazebny partner na-
chézi v centrdlnim kanalu, neni Gplné. Florigen Hd3a se vaze na helixy H8 a H9 proteinu 14-
3-3 nezavisle na fosforylaci bez jakékoli interakce v ramci centralniho kanalu proteinu 14-3-3.
Tam se naopak vaze dalsi tentokrat fosforylovany transkripcni faktor OsFD1 (Taoka et al.,
2011). Dalsi strukturni informace poskytuji 3D modely komplexti navrzenych v na-
§i laboratofi. Jedna se o model komplexu FOX04/14-3-3 zaloZzeny na méfeni vzdalenosti

technikou Forsterova resonan¢niho ptenosu energie (Silhan et al., 2009) a dale o model kom-
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plexu RGS3/14-3-3, ktery byl navrzen na zakladé dat z metod: malothlovy rozptyl rentgeno-
vého zareni, H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii a méteni vzdalenosti technikou
Forsterova resonanéniho ptrenosu energie. Tento model komplexu RGS3/14-3-3 ukazuje, ze
RGS doména proteinu RGS3 interaguje s malo konzervovanou oblasti proteinu 14-3-3 nacha-
zejici se mimo centralni kanal (Rezabkova et al., 2011). Jednozna¢né je vidét, Zze pro uplné
pochopeni mechanismt, kterymi proteiny 14-3-3 reguluji tak velké mnozstvi rozlicnych va-
zebnych partnert a pro porozumeéni specifity, se kterou si interakéni partnefi vybiraji isoformu
14-3-3, na kterou se navazi, by bylo potfeba vyiesit dalsi struktury proteinu 14-3-3

v komplexu nejen s kratkym peptidy nybrz s celym vazebnym partnerem.

Obr. 2.3: Krystalové struktury komplexii proteinii 14-3-3. Vlevo: krystalova struktura komplexu AA-
NAT/14-3-3 (PDB kéd: 1IBI) (Obsil et al., 2001), uprostied: krystalova struktura komplexu H'-
ATPasa/14-3-3 (PDB kod: 2098) (Ottmann et al., 2007), Vpravo: krystalova struktura komplexu
Hd3a/OsFD1/GF14c (PDB kéd: 34XY) (Taoka et al., 2011).

2.1.3 C terminalni segment a jeho role v autoregulaci proteint 14-3-3

Vsechny isoformy proteinu 14-3-3 jsou vysoce sekvenéné konzervované a zna¢né ri-
gidni, vyjimkou je C terminalni konec molekuly, ktery je zna¢né variabilni a vysoce flexibil-
ni. Navic hraje diileZitou roli v autoregulaci u sav¢ich isoforem proteinti 14-3-3. Pfi testovani
riznych variant ligandu Raf-1 kinasy a apoptického proteinu BAD se zjistilo, Ze po odstranéni
C terminalniho konce dochazi ke zvysené afinité vazby téchto ligandi (Truong et al., 2002).
Nasledkem toho byla navrzena teorie, kterd piepoklada, ze C termindlni konec hraje ulohu
jakéhosi autoinhibitoru vstupu nespecifického ligandu do vazebného kandlu. Pfed navadzanim
ligandu se C terminalni segment nachazi uvnitf vazebného kanalu a vazba ligandu zplsobi

jeho ,,vymrs§téni* ven. Tyto procesy jsou citelné ovlivnény fosforylaci na treoninovém zbytku
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232 (¢islovani odpovida lidské isoformé (), kterd inhibuje vazbu ligandu a snizuje pohyblivost
C terminalniho segmentu (Obsilova et al., 2004; Silhan et al., 2004).

C terminalni konec kvasni¢nych isoforem proteinu 14-3-3, BMHI1 a BMH2, se od téch
savcich lisi jest¢ mnohem vice. Jejich C terminalni segment je delsi a obsahuje polyglutami-
novou sekvenci (17 za sebou jdoucich glutaminovych zbytki), jejiz funkce je neznama (van
Heusden and Steensma, 2006). Studium tohoto segmentu u kvasni¢nich isoforem naznacilo,
ze jeho odstranéni nema vliv na vazbu ligandu. Pomoci rozlicnych biofyzikalnich technik
bylo ukazano, ze na rozdil od savéich isoforem se C terminalni segment nenachazi ve vazeb-
ném zlabku. C terminalni konec kvasni¢nych isoforem tedy na rozdil od sav¢ich nejspise ne-

plni funkci autoinhibitoru (Veisova et al., 2010).

2.2 Proteiny RGS

G-proteinova signdlni draha je kli¢ovou slozkou mnoha fyziologickych procesi, jako
je vidéni, ¢ich, ptenos nervovych vzruchd, imunologicka odpoveéd, ¢i kardiovaskularni funk-
ce. Tato draha se sklada z receptort spojenych s G proteiny (GPCR), G proteint a signal ge-
nerujicich efektorti. G proteiny se skladaji z a, B a y podjednotky, kde Ga podjednotka je
schopna vazat a hydrolyzovat guaninové nukleotidy. Navdzanim ligandu jako je napft. adrena-
lin, noradrenalin, histamin, serotonin nebo parathormon na receptory spojené s G proteiny
dojde k jejich konformac¢ni zméng, ¢imz je aktivovan G protein. Aktivace zpusobi uvolnéni
GDP z Ga podjednotky a jeho vyménu za GTP. Navazani GTP dale zpusobi konformaéni
zmény G proteinu, které vyusti disociaci Gy podjednotky. Ga-GTP i Gy reguluji aktivitu
cilovych efektord, které dale mobilizuji druhé posly. Deaktivace vyzaduje hydrolyzu GTP,
¢imz se posune rovnovaha ve prospéch opétovného spojeni podjednotek a dojde tak k preru-
Seni pienosu signalu (Krauss, 2001).

Bylo zjisténo, ze vlastni GTPasova aktivita Ga podjednotky in vitro je vyrazné nizsi
nez rychlost deaktivace nékterych signal zprostfedkovanych G proteiny in vivo. Tento para-
dox poukazal na to, Ze se procesu deaktivace UcCastni jeste dalsi faktory. Byla popsdna nova
rodina proteinli, Regulatory G-proteinové Signalizace (proteiny RGS), které se piimo vazi na
aktivovanou Ga-GTP podjednotku a urychluji hydrolyzu GTP (stabilizuji transientni stav).
Jsou tedy limitujici pro Zzivotnost Ga-GTP a ukoncuji pfenos signalu (viz. Obr. 2.4)
(Siderovski et al., 1996; Watson et al., 1996).
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Proteiny RGS byly objeveny diky genetickym studiim G proteinovych signalnich drah
provadénych v modelovych organismech. Velky vyznam témto proteinim zacal byt piikladan
v roce 1996, kdy bylo na zékladn¢ sekvenc¢nich homologii s konzervovanou 120 aminokyseli-
novou doménou v Sst2 proteinech Saccharomyces cerevisiae a EGL-10 proteinech Caenor-
habditis elegans, identifikovano kolem 20 ruznych ¢lent RGS rodiny (Koelle and Horvitz,
1996; Siderovski et al., 1996). Dnes jsou proteiny RGS hojné studovany, jelikoz jsou jako

negativni regulatory G-proteinové signalizace slibnym cilem novych medikamentt.

efektor

receptor spojeny s G proteinem

druhy posel

efektor

receptor spojeny s G proteinem

druhy posel

Obr. 2.4: Navazanim hormonu ¢i neurotransmiteru na receptor spojeny s G proteinem dojde k aktivaci
G proteinu (uvolnéni GDP z Ga podjednotky a jeho vyména za GTP + disociace Gy podjednotky).
Ga-GTP i Gy podjednotka mohou aktivovat efektor (nahore). V pritomnosti RGS (dole) vsak dojede
K navdzani tohoto proteinu na aktivovanou Go-GTP podjednotku, coZ zpiisobi urychleni hydrolyzy
GTP. Proteiny RGS jsou tedy limitujici pro Zivotnost Ga-GTP a ukoncuji prenos signalu (kresleno
podle (Hepler, 1999)).
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2.2.1 Rozdéleni savéich RGS proteinti

Stejné jako mnoho dalSich signalnich proteini tvofi proteiny RGS velkou a rozmani-
tou rodinu. Doposavad bylo u savct identifikovano vice jak 30 proteint patiicich do RGS
rodiny. VSechny proteiny RGS obsahuji konzervovanou cca 120 aminokyselinovou RGS do-
ménu, ktera je odpovédna za vazbu na aktivovanou Ga-GTP podjednotku. Vné RGS domény
jsou jednotlivi ¢lenové RGS rodiny strukturné odlisSni a mohou obsahovat dal§i motivy ¢i do-
mény, které ovliviiuji jejich cil v bunice ¢i interakci s dalSimi vazebnymi partnery. RGS pro-
teiny se podle sekvencni homologie déli do nékolika podrodin: R4 podrodina (RGS1, RGS2,
RGS3, RGS4, RGS5, RGS8, RGS13, RGS16, RGS18, RGS21), RZ podrodina (RGS17,
RGS19, RGS20), R7 podrodina (RGS6, RGS7, RGS9, RGS11), R12 podrodina (RGS10,
RGS12, RGS14), RA podrodina (axin, axin2), GEF podrodina (p115-RhoGEF, LARG, PDZ-
RhoGEF), GRK podrodina (GRK1, GRK2, GRK3, GRK4, GRK5, GRK6, GRK7) a SNX
podrodina (SNX13, SNX14, SNX25) (Ross and Wilkie, 2000; Siderovski and Willard, 2005;
Zheng et al., 1999).

Clenové R4 podrodiny a RZ podrodiny s vyjimkou RGS3 a RET-RGSI jsou malé
(20-30 kDa) proteiny obsahujici hlavné RGS doménu a pouze kratkou sekvenci vné této do-
mény na C a N konci. Oproti tomu ¢lenové R7, R12 a RA podrodin s vyjimkou RGS10 jsou
mnohem vétsi proteiny (az 160 kDa), které vné RGS domény obsahuji motivy ¢i domény,
skrze které interaguji s dal§imi proteiny. Napi. ¢lenové R7 podrodiny jsou schopny skrze
GGL doménu (Gy-like domain) interagovat s GB5 podjednotkou (Snow et al., 1998). Dale by
se proteiny RGS daly rozdélit podle své distribuce v tkanich. Cast protein RGS, napf.
RGS12, se vyskytuje v mnoha tkanich, da se tedy piedpokladat, Ze jejich funkce je zcela
obecna (Snow et al., 1997). Naopak jini ¢lenové se specificky vyskytuji v uréité tkani a mo-
hou tudiZ mit zcela specifickou funkci, napt. exprese RGS9 v retin€ nejspiSe odrazi jeho roli

pfi penosu signalu zprostiedkovaného rodopsinem (He et al., 1998).

2.2.2 Struktura RGS domény a jeji vazba na Go podjednotku G proteinu

Za vazbu na Ga podjednotku heterotrimerniho G proteinu je odpovédnd RGS doména
proteinu RGS. Vazba RGS domény je schopna urychlit hydrolyzu GTP u ¢lentt Ga,i rodiny
(Ga,i,1, Ga,i1,2, Ga,i,3, Go,0, Gao,t, Ga,z) a také u Ga,q, ale nikdy neptsobi na Ga,s a Ga,12.
Vyjimecné interaguje protein RGS specificky pouze s jednim konkrétnim typem Ga podjed-
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notky, napf. protein RGS2 specificky vaze Ga,q podjednotku, ale obecné jsou jednotlivé pro-
teiny RGS schopny ovliviiovat vice ¢lent Go,i a Ga,q (Heximer et al., 1997; Kosloff et al.,
2011; Soundararajan et al., 2008).

RGS doména se sklada ptiblizn¢ ze 120 aminokyselin. Dnes je znama struktura RGS
domén vétSiny proteinti RGS. RGS domény se u vSech vyiesenych struktur skladaji z deviti a-
helixt, které tvofi dvé mensi poddomény. Terminalni poddoména je tvotrena helixy al, a2,
a3, a8 a a9. Druha vétsi poddoména se sklada z helixti a4, a5, a6 a a7. Obé poddomény jsou
dulezité pro GTPasovou aktivitu RGS proteind (viz. Obr. 2.5) (Rezabkova et al., 2010;

Soundararajan et al., 2008).

Ga interakcni
povrch

e ¥
. &)
I as
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Obr. 2.5: Struktura RGS domény proteinu RGS3(PDB kod 20J4) (Rezabkova et al., 2010).

Dale byla vyieSena krystalova struktura RGS domény proteinu RGS4 v komplexu
S Ga,i,l-Mgz+-GDP-AIF4' (viz. Obr. 2.6) (Tesmer et al., 1997). V tomto komplexu je Ga,i,1
navézana na GDP, AIF*, Mg?* a mé&la by proto mit podobnou strukturu jako Go podjednotka
v blizkosti transientniho stavu GTPasové reakce. RGS4 tedy urychluje hydrolyzu GTP prede-

v$im tak, Ze stabilizuje transientni stav.
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Hlavni interak¢ni povrch mezi proteiny RGS4 a Ga,i, 1 tvofi tii oblasti: aminokyseliny
179-185 (oblast 1), 204-213 (oblast 1), 235-237 (oblast III). Tyto aminokyselinové zbytky
jsou tzce spojeny s navazanim a hydrolyzou GTP a interaguji s vysoce konzervovanymi use-

ky proteinu RGS4 (Tesmer et al., 1997).

Obr. 2.6: Struktura RGS domény proteinu RGS4 v komplexu s Ga,i,/ (PDB kéd: 1AGR) (Tesmer et
al., 1997).

2.2.3 Regulace RGS proteini

Proteiny RGS hraji klic¢ovou roli v regulaci G-proteinové drahy. Jejich trvala aktivita
by vSak zplsobila uplné zablokovani G-proteinové signalizace, coz by mélo fatalni dopad na
prubéh mnoha nezbytnych déji v bunce. Regulaéni mechanismus proteintt RGS je tedy ne-

smirné¢ dulezity pro spravnou funkci G-proteinové kaskady. Mechanismt regulace je zndmo
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nekolik: zména v expresi, zména bunécné lokalizace, posttranslaéni modifikace (fosforylace,
palmitoylace), interakce s vazebnymi partnery.

Vyznamnou roli v regulaci proteintit RGS hraje fosforylace, kterd mé vliv jak na intra-
celularni lokalizaci proteinti RGS tak na jejich interakci s Ga-GTP podjednotkou a ostatnimi
vazebnymi partnery (Chidiac and Roy, 2003). Nap#. protein Sst2 z kvasinky muze byt fosfo-
rylovan pomoci kinasy aktivované mitogenem (MAPK), coz neovlivni jeho GTPasovou akti-
vitu, ale snizi rychlost jeho degradace (Garrison et al., 1999). Fosforylace RGS2 proteinu po-
moci proteinkinasy C (PKC) (Cunningham et al., 2001) a RGS9-1 pomoci CAMP-
dependentni proteinkinasy A (PKA) (Balasubramanian et al., 2001) oslabi jejich GTPasovou
aktivitu. Naopak fosforylace proteinu interagujiciho s Go (GAIP) pomoci MAPK (Ogier-
Denis et al., 2000) jeho GTPasovou aktivitu zvysi. Pomoci fosforylace nékterych proteini
RGS mize byt ovlivnéna lokalizace tohoto proteinu. Napt. fosforylace RGS10 pomoci PKA
neovlivni jeho GTPasovou aktivitu, ale zpusobi translokaci z cytoplasmy do jadra (Burgon et
al., 2001). Velky vyznam hraje fosforylace pfi interakci s vazebnymi partnery. Napf. proteiny
RGS3, RGS7, ¢i RGS18 se po fosforylaci vazi na proteiny 14-3-3. Vazba proteinu 14-3-3
blokuje interakci mezi proteinem RGS a aktivovanou Ga-GTP podjednotkou (Benzing et al.,
2002; Benzing et al., 2000; Gegenbauer et al., 2012; Niu et al., 2002).

Dal$im zndmym mechanismem je regulace expresse jednotlivych proteini RGS. Bylo
ukazano, ze stimulace bunck agonisty aktivujici Ga,q nebo Ga,i vede ke zvySeni exprese ne-
kterych proteintt RGS, napft. carbachol stimuluje expresi proteinu RGS2 (Song et al., 1999),
angiotensin II zvySuje expresi u RGS4 (Romero et al., 2007), endothelin-1 u RGS16 (Stuebe
et al., 2008), atd. Dalsimi znamymi faktory ovliviiujicimi expresi proteinit RGS jsou cytokiny,
napf. interferon-p zvySuje expresi u RGS1 (Tran et al., 2010) a RGS2 (Giorelli et al., 2002),
interleukin-17 u RGS16 (Xie et al., 2010), atd.

Zminéné ptiklady ukazuji, Ze regulace proteini RGS probih4 na mnoha trovnich a je
zna¢né komplexni. Tato komplexita umoZznuje velmi flexibilni kontrolu funkce G proteind.
Vzhledem k tomu, Ze proteiny RGS hraji dilezitou roli v riznych stadiich rozli¢nych patolo-
gickych stavi, jako jsou kardiovaskularni nemoci, poruchy nervového systému, ¢i riizné dru-
hy rakoviny (Sjogren et al., 2010; Zhang and Mende, 2011), da se ptedpokladat, ze studium
regulace proteini RGS bude i1 nadale stfedem z&jmu mnoha védeckych skupin a jeji hlubsi
pochopeni by mohlo pomoci pii hledani novych, vhodnych 1é¢iv zacilenych pravé na proteiny
RGS.
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2.2.4 Uloha proteinu 14-3-3 v regulaci G-proteinové signalizace: vazba na
protein RGS

Jak bylo zminéno vyse, proteiny RGS se jednak skrze RGS doménu vazi na Go pod-
jednotku heterotrimerniho G proteinu a jednak interaguji s dal§imi molekulami. Dilezitou roli
hraje vazba na regulacni proteiny 14-3-3.

Tato interakce byla poprvé popséana v roce 2000 a konkrétné se jednalo o fosforylova-
né proteiny RGS7 a RGS3. Jako hlavni vazebny motiv byla u proteinu RGS7 indentifikovana
oblast fosforylovaného serinu na pozici 434 (Cislovani odpovida lidskému proteinu RGS7)
(Benzing et al., 2000). Tento serin je souéasti vysoce konzervovaného SYP motivu na C konci
RGS domény. Vyfesena krystalova struktura signalniho komplexu Ga,i,1/RGS4 ukazuje, ze
tento serin se piimo ucastni vazby proteinu RGS na Ga podjednotku G proteinu (Tesmer et
al., 1997).

V roce 2002 byla potvrzena interakce proteint RGS3, RGS7 s proteinem 14-3-3. Na-
vic bylo zjisténo, Ze ve chvili, kdy dojde k fosforylaci proteinit RGS a jejich vazbé na protein
14-3-3, je blokovana interakce mezi proteinem RGS a Go podjednotkou G proteinu (viz. Obr.
2.7). U proteinu RGS3 piekvapiveé nebyla identifikovana zadna interakce s proteinem 14-3-3
v ramci RGS domény, ale jako hlavni vazebny motiv byla popséna oblast fosforylovaného
serinu na pozici 264 na N konci molekuly (¢islovani odpovida lidskému proteinu RGS3). Mu-
tace serinu na pozici 264 na alanin vyustila ve ztratu schopnosti vazby RGS3 na 14-3-3, za-
timco schopnost vazby na Ga byla zachovana (Niu et al., 2002; Ward and Milligan, 2005).

V roce 2006 byly jako dalsi vazebni partnefi proteini 14-3-3 identifikovany proteiny
RGS4, RGS5 a RGS16. Tato interakce je podle autorti nezavisla na fosforylaci (Abramow-
Newerly et al., 2006). Poslednim prozatim objevenym interakénim partnerem proteint 14-3-3
zrodiny RGS je RGS18. Zde autofi identifikovali dvé vazebnd mista, jednak oblast okolo
fosforylovaného serinu 49 a dale pak oblast okolo fosforylovaného serinu 218 (¢islovani od-
povida lidskému proteinu RGS18). Protein 14-3-3 tedy interaguje jak s N terminalni ¢asti
molekuly RGS18, tak i s RGS doménou (Gegenbauer et al., 2012).

27



efektor

receptor spojeny s G proteinem

druhy posel

efektor

receptor spojeny s G proteinem

druhy posel

efektor

receptor spojeny s G proteinem

druhy posel

Obr. 2.7: Navdzanim hormonu & neurotransmiteru na receptor spojeny s G proteinem dojde k aktivaci
G proteinu (uvolnéni GDP z Ga podjednotky a jeho vyména za GTP + disociace Gfy podjednotky).
Ga-GTP i Gfy podjednotky mohou aktivovat efektor (nahore). V pritomnosti RGS (uprostred) vsak
dojede k navdzani tohoto proteinu na aktivovanou Go-GTP podjednotku, coz zpiisobi urychleni hydro-
lyzy GTP. Proteiny RGS jsou tedy limitujici pro Zivotnost Ga-GTP a ukoncuji prenos signdlu. Protein
RGS je sam regulovan fosforylaci a vazbou proteinu 14-3-3 (dole). Vazba proteinu 14-3-3 blokuje
interakci mezi proteinem RGS a Ga podjednotkou G proteinu (kresleno podle (Ishii and Kurachi,

2003)).
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Snizeni GTPasové aktivity proteinu RGS7 v piitomnosti proteinu 14-3-3, by se dalo
vysvétlit kompetici mezi proteinem 14-3-3 a Ga podjednotkou, nebot’ vazebné misto je pro
oba proteiny shodné — oblast okolo serinu 434 z konzervovaného SYP motivu na C konci
RGS domény. Stejné tak vSak bylo pozorovano snizeni GTPasové aktivity v pfitomnosti 14-
3-3 u proteinu RGS3. V tomto piipadé se vazebna mista 1isi. Vazebné misto pro Ga podjed-
notku se nachazi v ramci RGS domény a jako hlavni vazebny motiv RGS3 pro protein 14-3-3
byla identifikovana oblast v okoli fosforylovaného serinu 264 na N konci molekuly. Jak tedy
vysvétlit, ze vazba proteinu 14-3-3 na N konec molekuly RGS blokuje interakci mezi RGS
doménou, kterd se nachazi na C konci molekuly RGS a Ga podjednotkou? Pomoci tryptofa-
nové fluorescence bylo ukazano, ze protein 14-3-3 ovliviiuje strukturu nejen N terminélni
¢asti molekuly proteinu RGS3, kde se nachazi hlavni vazebny motiv, ale taktéz ovliviiuje
strukturu RGS domény, a navic Ze samotnd RGS doména je do urcité miry schopna interago-
vat s proteinem 14-3-3 (Rezabkova et al., 2010). Nasledné byl na zakladé dat z metod: malo-
uhlovy rozptyl rentgenového zateni, H/D vymeéna spojend s hmotnostni spektrometrii a méte-
ni vzdalenosti technikou Forsterova resonan¢niho pfenosu energie navrzen model komplexu
RGS3/14-3-3. Tento model ukazuje, ze RGS doména proteinu RGS3 interaguje s malo kon-
zervovanou oblasti proteinu 14-3-3 nachézejici se mimo centralni kanal. Tato struktura spo-
lecné s daty z Casové-rozliSené fluorescence vysvétluji mechanismus jakym vazba proteinu
14-3-3 na protein RGS3 blokuje interakci mezi proteinem RGS3 a Ga podjednotkou. Vazba
proteinu 14-3-3 jednak tuto interakci stericky blokuje a navic zptsobuje signifikantni konfor-
macni zménu RGS domény v okoli cysteinu 456, ktery je soucasti interakéniho povrchu s Ga

podjednotkou (Rezabkova et al., 2011).

2.3 Fosducin

Adekvatni regulace G-proteinové signalizace je nesmirné dileZita pro spravny pribéh
mnoha dé&ji v bunice. V predchozi kapitole byla zminéna negativni regulace pomoci vazby
proteinu RGS, ktery se vaze na aktivovanou Ga-GTP podjednotku heterotrimerniho G protei-
nu a pomoci stabilizace transientniho stavu urychluje hydrolyzu GTP. DalSim zptsobem regu-
lace G-proteinové drahy na urovni G proteinu je vazba fosducinu na GBy podjednotku. Tato
vazba nasledné brani opétovnému spojeni GPBy s Ga, jde tedy opét o negativni regulaci, kde
dochazi k pferuseni pienosu signalu pomoci G-proteinové signalni drahy (Bauer et al., 1992;

Lee et al., 1987).
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Fosducin byl poprvé objeven v retin€ jako fosfoprotein. Vyskytuje se ve velkych kon-
centracich v savcich fotoreceptorovych buiikach sitnice a vyvojoveé piibuzné mozkové §isin-
ky, v mensich koncentracich pak i v dalsich tkanich (Danner and Lohse, 1996; Lee et al.,
1990b; Lee et al., 1987). Nejlépe je popsana jeho tloha v biochemii vidéni (Bauer et al., 1992;
Lee et al.,, 1987). Navic hraje roli vregulaci krevniho tlaku (Beetz and Hein, 2011) a

v kontrole transkripce (Zhu and Craft, 2000a, b).

2.3.1 Struktura fosducinu a jeho vazba na Gy podjednotku G proteinu

Jak ukazala vyfesend krystalova struktura fosducinu v komplexu s GBy podjednotkou
transducinu (G¢By), fosducin se sklada ze dvou domén, které jsou obtoceny kolem Gify a na-
vzajem spolu neinteraguji (viz. Obr. 2.8) (Gaudet et al., 1996; Loew et al., 1998). N terminalni
doména se vaze na ¢ast G¢f podjednotky, ktera je odpovédna za interakci s Go. a stericky bra-
ni opétovnému spojeni Giffy s Gio. C terminalni doména vykazuje strukturni homologii k
thioredoxinu a interaguje s ¢asti Gify, ktera odpovida za vazbu na membranu. Pfestoze N ter-
minalni doména fosducinu v komplexu s Gy podjednotkou vykazuje urcitou strukturovanost
(je castecné a-helikdlni), NMR a CD spektroskopické studie ukazaly, Zze ve volném, na Gy
podjednotku nenavazaném, fosducinu je N termindlni doména vysoce nestrukturovana

(Gaudet et al., 1999).

fosducin

Obr. 2.8: Struktura fosducinu v komplexu s Gy (PDB kéd: 1A0R) (Gaudet et al., 1996).
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2.3.2 Uloha fosducinu v biochemii vidéni: vliv fosforylace a vazby proteinu

14-3-3

Jedna z nejlépe charakterizovanych G-proteinovych signalnich drah je draha odpovéd-
na za pienos svételného signalu pfes membranu a jeho pfeménu v neuralni odpoveéd. V této
draze foton zachyceny fotoreceptorem rodopsinem zpusobi fotoizomeraci 11-cis-retinalu na
all-trans-isomer. Konforma¢ni zména zptsobena touto izomeraci aktivuje rodopsin, ktery
nasledné aktivuje G protein transducin (Giafy) tim, Ze indukuje vyménu GTP za GDP. Akti-
vovana Gwo-GTP podjednotka transducinu disociuje od Gify a aktivuje cGMP fosfodiesterasu.
Vysledkem je snizeni koncentrace cGMP, které nasledné zpusobi zavieni cGMP uzaviratel-
nych kationovych kandll, coz vede ke snizeni koncentrace vapenatych iontl v cytoplasmé a k
hyperpolarizaci plasmatické membrany fotoreceptorovych bunck.

V bunkéch ty¢inek adaptovanych na tmu staci jeden foton na aktivaci jedné molekuly
rodopsinu, coz vede k degradaci 100 000 molekul cGMP a to je dostatetné mnozstvi
k vyvolani nervového impulzu. Za plného svétla by ovSem takovato trovenn amplifikace byla
prilis silna. Musi tedy existovat mechanismy, jez vedou ke snizeni citlivosti fotoreceptorti na
svétlo (adaptaci na svétlo). Adaptace muze byt bud’ okamzita, nebo dlouhodoba. Rodopsinki-
nasa a arrestin, které jsou schopny inaktivovat rodopsin, jsou soucéasti okamzité regulace.
Fosducin byl navrzen jako kandidat dlouhodobé adaptace na svétlo (Hargrave and McDowvell,
1992; Lolley and Lee, 1990; Wilkins et al., 1996). Fosducin se vyskytuje ve velkych koncent-
racich v savcich fotoreceptorovych buiikach sitnice, kde se mnozstvi fosducinu rovnd mnoz-
stvi transducinu (Lee et al., 1990c; Wilkins et al., 1996). V ty¢inkach adaptovanych na svétlo
se fosducin vaze s vysokou afinitou na Gy komplex, ¢imz se zabrani opétovnému spojeni
Gipy s Gia a dojde tedy k redukci amplifikace signalu na urovni G proteint.

V ty€inkach existuje korelace mezi fosforylaci fosducinu a stupném adaptace na svét-
lo. Za tmy se fosducin nachazi ve své fosforylované form¢ a k defosforylaci dochazi jako od-
povéd na svétlo (Lee et al., 1984). Za svétla se defosforylovany fosducin vaze na Gy a blo-
kuje opétovné spojeni Gify s Gia. Doba, ve které zustava fosducin vazan na G¢fy je doba, kdy
jsou tyCinky adaptovany na svétlo a tato adaptace trva az do okamziku, kdy dojde
k fosforylaci fosducinu.

Za svétla dochazi pomoci mechanismii popsanych vyse k uzavieni cGMP uzaviratel-
nych kationovych kanall, coz zplsobi snizeni koncentrace vapenatych iontl v cytoplasmé,

nasledné je snizena aktivita adenylyl cyklasy, a to dale vede ke sniZzeni produkce cAMP. Tim-
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to mechanismem je deaktivovana PKA a dojde ke zvysSeni koncentrace nefosforylovaného
fosducinu, ktery se silné vaze na Giy. Za tmy vzroste koncentrace cGMP a cAMP, tudiz
vzroste i troven fosforylace fosducinu, ktery se ve své fosforylované formé na Gify komplex
nevaze a amplifikace signalu je tedy maximalni (Willardson et al., 1996).

Bylo ukazano, ze PKA je schopnd fosforylovat fosducin na serinovém zbytku 73 a
Ca**/kalmodulin dependentni kinasa II (CaMKII) fosforyluje serinové zbytky 6, 36, 54, 73 a
106 (¢islovani odpovida lidskému fosducinu) (Lee et al., 1990a; Thulin et al., 2001). Nicmén¢
fosforylace pouze serinovych zbytkli 54 a 73 je dostaCujici k preruSeni interakce mezi Gify
komplexem a fosducinem. Tyto vysledky vSak odporovaly studiim in vitro, kdy spolu tyto
dva proteiny i ptes fosforylaci obou serinl interagovaly. Vysvétleni tohoto rozporu piinesl
objev, ze fosducin fosforylovany na serinovém zbytku 54 a 73 interaguje s proteiny 14-3-3.
Vazba proteinu 14-3-3 blokuje interakci mezi fosducinem a Gy (Nakano et al., 2001; Thulin
et al., 2001). Mechanismus, jakym protein 14-3-3 blokuje vazbu fosducinu na Gy byl vy-
svétlen pomoci rozli¢nych fluorescenénich méfeni. Tato méfeni ukazala, Ze vazba proteinu
14-3-3 ovlivni strukturu jak N terminalni domény, kde se nachazeji serinové zbytky 54 a 73,
tak i C terminalni domény fosforylované¢ho fosducinu, coz naznacuje, ze vazba proteinu 14-3-
3 indukuje v obou doménach fosducinu zna¢né konformaéni zmény. Vazba proteinu 14-3-3
na fosducin tedy stericky blokuje interakci mezi fosducinem a Gy a navic zpisobuje zna¢né
konformaéni zmény v oblastech fosducinu, které jsou dulezité pro vazbu na Gy podjednotku
transducinu (Rezabkova et al., 2012).

Fosducin jednak stericky blokuje opé&tovné spojeni Gify s Gia a jednak hraje dulezitou
roli v translokaci GiBy z vné&jsiho do vnitiniho segmentu ty¢inek (viz. Obr. 2.9). Pokud je Gy
spojena s Gy v heterotrimer, tak je navazana na diskové membrany vnéjsiho segmentu tyci-
nek. Za svétla se na G¢fy, ktera se odpojila od Gia a diskové membrany, vaze nefosforylova-
ny fosducin, ktery iniciuje translokaci Gy do vSech ¢asti fotoreceptorové buriky a brani jeji-
mu opétovnému spojeni s Gia. Za tmy dojde ve vnitinim segmentu k fosforylaci fosducinu a
jeho vazbé€ na protein 14-3-3. Vazba proteinu 14-3-3 blokuje interakci mezi fosducinem a
GiBy. Volna Gfy podjednotka se spoji s G, pfesouva se zpét do vnéjsiho segmentu a napoji

se na diskovou membranu (Lee et al., 2004).
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Obr. 2.9: Za svétla (vlevo) se na Gy, kterd se odpojila od G a diskové membrdny, vaze nefosfory-
lovany fosducin, ktery iniciuje translokaci Gify do vsech casti fotoreceptorove buiiky a brani jejimu
opétovnému spojeni S Go. Za tmy (Vpravo) dojde ve vnitinim segmentu k fosforylaci fosducinu a jeho
vazbé na protein 14-3-3. Vazba proteinu 14-3-3 blokuje interakci mezi fosducinem a GfBy. Volnda Gfy

podjednotka se spoji s G, presouvd se zpét do vnéjsiho segmentu, kde se napoji se na diskovou mem-
branu (kresleno podle (Lee et al., 2004)).

2.3.3 Dalsi funkce fosducinu

Funkce negativniho regulatoru G-proteinové signalizace v procesu vidéni je u fosduci-
nu znama dlouho a je extenzivng studovana. CoZ ale neznamend, Ze by se neucastnil dalSich
déji v bunce. Byly popsany dalsi dva interakéni partneti fosducinu: podjednotka 26S protea-

somu — protein SUG-1 (Zhu and Craft, 1998) a transkrip¢ni faktor CRX, ktery je specificky
pro $isinku a retinu (Zhu and Craft, 2000b).
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CRX je ¢len Otd/Otx homeoboxové genové rodiny, kodujici transkripcni faktory, které
jsou dulezité pro vyvoj predni ¢asti hlavy a smyslovych organi (Furukawa et al., 1997; Chen
et al., 1997). V retin¢ se CRX vaze na konservovany motiv TAATCC/A pied promotorovou
oblast n¢kolika gent specifickych pro fotoreceptory: opsin, protein vazajici retinoidy (IRBP),
B-fosfodiesterasu a arrestin (Furukawa et al., 1997). V SiSince se CRX vaze na transaktiva¢ni
element TAATC/T pied promotorovou oblast genti pro: ATPasu, ktera je specificka pro $isin-
ku a ostatni geny kodujici enzymy dulezité pro syntézu melatoninu: N-acetyl transferasu a
hydroxyindole-O-methyltransferasu (Li et al., 1998). CRX interaguje s C terminilni Casti
fosducinu (Zhu and Craft, 2000b) a vazba fosducinu na CRX neblokuju vazbu CRX na DNA
a ani neni blokovana vazba fosducinu na Gy (Zhu and Craft, 2000b).

Interakce proteinu SUG-1 s fosducinem sméfuje fosducin do 26S proteasomu a vede
k degradaci fosducinu na peptidy. Vazba proteinu SUG-1 na fosducin, stejné jako v piipadé
CRX, nebrani vazb¢ fosducinu na Gify. Vazebna mista na fosducinu pro SUG-1 a CRX se
piekryvaji, ale pro vazbu proteinu SUG-1 je navic tfeba i dalSich interakci s N terminalni ¢asti
fosducinu. Interakce fosducinu s proteinem SUG-1 je mnohem silnéjsi nez s proteinem CRX
(Zhu and Craft, 1998).

Byl navrzen model funkce proteini SUG-1 a fosducinu v regulaci funkce proteinu
CRX (viz. Obr. 2.10). SUG-1 se vaze na volny fosducin nebo fosducin vazany na Gy a sme-
fuje ho do 26S proteasomu, kde je degradovan na peptidy. Peptid, ktery obsahuje C terminalni
konec fosducinu se mize v jadfe navazat na protein CRX. CRX navazany na C terminalni
¢ast fosducinu je stale schopen vazat DNA, ale je blokovana aktivace gend, ktera je normalné
fizena prave vazbou transkrip¢éniho faktoru CRX (Zhu and Craft, 2000b).

Z dalsich funkci fosducinu se v soucasné dobé diskutuje jeho mozna role v regulaci
vysokého krevniho tlaku. Fosducin ovliviiuje sympateticky nervovy systém a pii jeho dys-
funkci dochézi ke zvySeni krevniho tlaku u mysi 1 u lidi. Molekularni mechanismus vlivu
fosducinu na krevni tlak je zatim neznamy a je tfeba dalSich studii, aby se ukézalo, zda by
fosducin nebyl vhodnym cilem leki na vysoky krevni tlak (Beetz et al., 2009; Beetz and Hein,
2011).
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Obr. 2.10: SUG-1 se vdze na volny fosducin nebo fosducin vazany na Giffy a sméruje ho do 26S pro-
teasomu, kde je degradovan na peptidy. Peptid, ktery obsahuje C termindlni konec fosducinu se miize
v jadre navazat na protein CRX. CRX navazany na C termindlni cast fosducinu je stale schopen vazat
DNA, ale je blokovana aktivace genii, ktera je normalné rizena pravé vazbou transkripcniho faktoru

CRX (kresleno podle (Zhu and Craft, 2000b)).
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3. Cile prace
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Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo studium tlohy proteint 14-3-3 v regulaci G-
proteinové signalni drahy. Snazila jsem se pochopit strukturni podstatu mechanismu, kterym
fosforylace a vazba proteinu 14-3-3 reguluje biologickou aktivitu a funkci proteint RGS3 a
fosducinu. Jako hlavnich nastroji studia bylo vyuzito metod fluorescencni spektroskopie,
analytické ultracentrifugace, malothlového rozptylu svétla a H/D vymény spojené

S hmotnostni spektrometrii.

Konkrétni cile prace byly nasledovné:

1. Studium strukturni podstaty regulace funkce proteinu RGS3 fosforylaci a vazbou proteinu

14-3-3.

e Provést biochemickou/biofyzikalni charakterizaci proteinového komplexu
RGS3/14-3-3.

e Prozkoumat zda vazba proteinu 14-3-3 indukuje konformacni zmény proteinu RGS3 a
pokud ano, tak v kterych oblastech.

e Vyifesit strukturu proteinového komplexu RGS3/14-3-3.

e Ziskat odpovéd na otazku: Jakym zptisobem inhibuje protein 14-3-3 vazbu mezi pro-

teinem RGS3 a Ga podjednotkou heterotrimerniho G proteinu?

2. Studium strukturni podstaty regulace funkce fosducinu fosforylaci a vazbou proteinu

14-3-3.

e Provést biochemickou/biofyzikalni charakterizaci proteinového komplexu fosdu-
cin/14-3-3.

e Prozkoumat zda vazba proteinu 14-3-3 indukuje konformacni zmény fosducinu a po-
kud ano, tak v kterych oblastech.

e Ziskat odpoveéd’ na otazku: Jakym zptisobem inhibuje protein 14-3-3 vazbu mezi

fosducinem a Gy podjednotkou heterotrimerniho G proteinu?
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4, Materialy a metody
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4.1 Exprese a purifikace proteini

4.1.1 Protein RGS3

Gen kodujici lidsky protein RGS3 (aminokyselinova sekvence 229-513 a aminokyse-
linova sekvence 255-513) byl zaklonovan do vektoru pET-15b mezi restrikéni mista pro en-
donukleasy Ndel a BamHI jako fuzni protein s histidinovou kotvou. Pomoci cilené mutagene-
se (byla vyuzita sada ,,Quick ChangeTM Site-Directed Mutagenesis kit“, Stratagene, USA)
byly pfipraveny mutanty proteinu RGS3 (aminokyselinové sekvence 229-513), které obsaho-
valy pouze jeden tryptofanovy zbytek (nativni protein obsahuje tfi tryptofanové zbytky na
pozici 295, 391 a 424) a mutanty proteinu RGS3 (aminokyselinova sekvence 255-513), které
obsahovaly pouze jeden cysteinovy zbytek (nativni protein obsahuje pét cysteinovych zbytkl
na pozici 276, 285, 427, 456 a 480). VSechny mutované tryptofanové zbytky byly zménény na
fenylalaninové, mutované cysteinové zbytky byly zménény bud’ na alaninové nebo na serino-
vé. Vysledky cilené mutagenese byly ovéfeny pomoci DNA sekvenovani. Protein RGS3 a
vSechny jeho mutanty byly exprimovany v bakterialnim expresnim systému (kmen bakterii
E.coli BL21 (DE3)). Po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG byla bakterialni kultura pone-
chana za konstantniho tfepani (200 rpm) pies noc pii 25 °C. Protein RGS3 byl purifikovan
pomoci niklové afinitni chromatografie a nasledné gelové permeacéni chromatografie v pufru
20 mM Tris (7.5), 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,01% (w/v) NP40, 10% (w/v) glycerol, 3 mM
DTT. Vysledna cistota proteinu byla zkontrolovana pomoci SDS-PAGE.

4.1.2 Protein fosducin

Gen kodujici krysi protein fosducin (aminokyselinova sekvence 1-246) byl zaklono-
van do vektoru pET-15b mezi restrikéni mista pro endonukleasy Ndel a BamHI jako flzni
protein s histidinovou kotvou. Pomoci cilené mutagenese (byla vyuzita sada ,,Quick Chan-
geTM Site-Directed Mutagenesis Kit*, Stratagene, USA) byl nejdiive pfipraven mutant, kde
oba serinové zbytky (na pozici 54 a 73), jejichz fosforylace je dulezitd pro interakci
s proteinem 14-3-3, mohou byt fosforylovany pomoci PKA (glutaminovy zbytek na pozici 52
byl zménén na lysinovy). Tento mutant byl vyuzit jako vychozi konstrukt pro pfipravu dalsich
mutantti fosducinu obsahujicich pouze jeden cysteinovy zbytek (nativni protein obsahuje pét

cysteinovych zbytkl na pozici 89, 97, 148, 157 a 168). VSechny mutované cysteinové zbytky
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byly zménény na alaninové. Vysledky cilené mutagenese byly ovéfeny pomoci DNA sekve-
novani. Fosducin a vSechny jeho mutanty byly exprimovany v bakterialnim expresnim systé-
mu (kmen bakterii E.coli BL21 (DE3)). Po indukci exprese pomoci 0,5 mM IPTG byla bakte-
rialni kultura ponechana za konstantniho téepani (200 rpm) ptes noc pii 25 °C. Protein fosdu-
cin byl purifikovan pomoci niklové afinitni chromatografie, aniontové-vymeénné a nasledné
gelové permeacni chromatografie v pufru 20 mM Tris (7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10%
(w/v) glycerol, 3 mM DTT. Vysledna cistota proteinu byla zkontrolovana pomoci SDS-
PAGE.

4.1.3 Protein 14-3-3

Gen kodujici lidsky protein 14-3-3C byl taktéz zaklonovan v plasmidu pET-15b mezi
restrikéni mista pro endonukleasy Ndel a BamHI jako fuzni protein s histidinovou kotvou.
Pro méfeni Casové-rozliSené tryptofanové fluorescencni spektroskopie byl pouzit mutant 14-
3-3(noW (noW znaci, ze dany protein neosahuje zadny tryptofanovy zbytek, tryptofanové
zbytky na pozici 59 a 228 byly zménény na fenylalaninové). Pro studium komplexu fosdu-
cin/14-3-3( byl vyuzit konstrukt 14-3-3deltaC (deltaC znaci chybégjici C konec proteinu 14-3-
3, na pozici 231 byl umistén stop kodon). Pro méteni Forsterova rezonan¢niho pfenosu ener-
gie byl vyuzit monomerni protein 14-3-3 (serinovy zbytek na pozici 58 byl mutovan na aspar-
tatovy) obsahujici pouze jeden cysteinovy zbytek (nativni protein obsahuje dva cysteinové
zbytky na pozici 25 a 186). Protein 14-3-3 a vSechny jeho mutanty byly exprimovany Vv bakte-
rialnim expresnim systému (kmen bakterii E.coli BL21 (DE3)). Po indukci exprese pomoci
0,5 mM IPTG byla bakterialni kultura ponechana za konstantniho tfepani (200 rpm) pies noc
pti 30 °C. Protein 14-3-3 byl purifikovan pomoci niklové afinitni chromatografie, aniontove-
vyménné chromatografie a nasledné gelové permeacni chromatografie v pufru 20 mM Tris
(7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10% (w/v) glycerol, 5 mM DTT. Vysledna Cistota proteinu
byla zkontrolovana pomoci SDS-PAGE.

4.2 Modifikace pomoci fluorescenénich sond

Mutanty proteinu RGS3 obsahujici pouze jeden cysteinovy zbytek (na pozici 276, 285,
427, 456 nebo 480) a mutanty fosducinu obsahujici pouze jeden cysteinovy zbytek (na pozici
89, 97, 148, 157 a 168) byly kovalentné modifikovany fluorescen¢ni sondou 1,5-IAEDANS.
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Dany protein o koncentraci 50 uM (v pufru 20 mM Tris (pH 7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA,
10% (w/v) glycerol) byl smichan s fluorescenéni sondou v molarnim poméru 1:20 a inkubo-
van 2 hod pfi 30 °C a nasledné ponechan ve 4 °C ptes noc. Volna nenavazana fluorescencni
sonda byla nasledné odstranéna pomoci gelové permeacni chromatografie.

Mutanty monomerniho proteinu 14-3-3 obsahujici pouze jeden cysteinovy zbytek (na
pozici 25 mnebo 189) byly kovalentné modifikovany fluorescencni sondou 5-
iodoacetamidofluorescein (5-1AF). Dany protein o koncentraci 40 uM (v pufru 50 mM Tris
(pH 7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 10% (w/v) glycerol) byl smichan s fluorescenéni sondou
V molarnim pomeéru 1:40 a inkubovan 8 hod pii pokojové teploté a nasledné ponechan ve 4 °C
pfes noc. Volna nenavadzand fluorescencni sonda byla ndsledné odstranéna pomoci gelové
permeacni chromatografie. Porovnanim hodnoty absorbance proteinu (280 nm) a hodnoty
absorbance navézaného 5-IAF (492 nm, extinkéni koeficient 78000 Mcm™) bylo ovéfeno

99-100% oznaceni obou mutantii proteinu 14-3-3 fluorescen¢ni sondou 5-1AF.

4.3 In vitro fosforylace

In vitro fosforylace proteinu RGS3 (a vSech jeho mutant() na serinu 264 a fosducinu
(a vSech jeho mutant) na serinu 54 a 73 pomoci PKA byla provedena v pufru 20 mM Tris
(pH 7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA, 3 mM DTT, 10% (w/v) glycerol. Protein byl inkubovan
s 100 u PKA na 1 mg proteinu (200 u v ptipadé fosducinu) v pfitomnosti 50 mM MgCl; a
0,75 mM ATP po dobu 2 hod ve 30 °C a nasledné ponechan pii 4 °C pies noc. Volné nenava-
zan¢ ATP bylo nésledné odstranéno pomoci gelové permeacni chromatografie. Fosforylace
byla potvrzena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (doc. RNDr. Miroslav Sulc,
Ph.D.)

4.4 Analyticka ultracentrifugace

Meéteni sedimentacnich rychlosti a rovnovah bylo provedeno na analytické ultracentri-
fuze Proteomlab XL-I Beckman Coulter za vyuziti rotoru AnTi50. Vzorky byly pfed méfenim
dialyzovany do pufru 20 mM Tris (pH 7.5), 0,2 M NaCl, 2 mM B-merkaptoetanol. Hustota a
viskozita pufru a také parcialni specifické objemy vsech proteinti byly stanoveny pomoci pro-
gramu SEDNTERP (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm). U vsech proteini byla

zmé&fena série vzorkll o rizné koncentraci (rozmezi 0.5 — 60 uM) a v piipad¢ komplexi i
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vzorky za rizného poméru jednotlivych komponent. Data byla analyzovana pomoci programut
Sedfit (Schuck, 2000) a Sedphat (Schuck, 2003).

Meéfieni sedimentacnich rychlosti probihalo pti 20 °C pfi rychlosti 48 000 rpm za vyu-
ziti absorb¢niho detekéniho systému (absorbance pifi 280 nm a/nebo 250 nm). Sedimentaéni
profil byl zaznamenavan kazdych 5 min.. Data byla fitovana pomoci modelu distribuce sedi-
mentacnich koeficientti c(s). Distribuce zahrnovala rozmezi sedimentac¢nich koeficientt 0-10
S srozliSenim 150 a intervalem spolehlivosti 0.68. Hodnota pozorovaného sedimentacniho
koeficientu byla ziskana integraci plochy pod vrcholem distribuce. Z dat byla ziskana stechi-
ometrii komplexu a zdéanliva disocia¢ni konstanta.

Méfeni sedimentaénich rovnovah probihalo pii 4 °C a vzdy pfi minimalné tiech rych-
lostech v rozmezi: 8 000 - 26 000 rpm za vyuziti absorb¢niho detekéniho systému. Absor-
banéni data (absorbance pti 280 nm a/nebo 250 nm) byla sbirana pti kazdé rychlosti po usta-
veni rovnovahy a byla zaznamenana jako primér z 20 sedimentacnich profild. V programu
Sedphat byla provedena globalni analyza dat, kterd byla namétfena pii riznych koncentracich
proteinti, pomérech smichani jednotlivych komponent a pfi n¢kolika rychlostech. Data byla
fitovana pomoci nékolika modeli: ideéalni, neasociujici ¢astice; rovnovazny systtm A + B =
AB a rovnovazny systétm A + 2B = AB,. Pomoci statistické analyzy byl vzdy vybran ten
model, kde fit nejlépe odpovidal namétenych datim. Z dat poté byla ziskdna stechiometrii

komplexu a zdanliva disociacni konstanta.

4.5 Casové-rozliSena fluorescence

Veskera méfeni Casové-rozlisené fluorescence bylo provedeno ve spolupraci s doc.
RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Vecetem, CSc. z Fyzikalniho Usta-
vu Matematicko-Fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Pro méfeni bylo vyuzito fluo-
rimetru pro casové-rozliSenou fluorescenci, ktery se skladal z femtosekundového
Ti:safirového laseru (model Chameleon Ultra Il a Pulse Picker HP), detektoru zalozeného na
scitani jednotlivych fotond (single photon counting detector) a fotonasobice (Hamamatsu,
R3809U-50). Vzorky byly umistény do termostatického drzaku a vSechna méfeni byla prove-
dena v 22 °C v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0,2 M NaCl, 1 mM EDTA a 3
mM B-merkaptoetanol. Koncentrace proteinu RGS3 byla 10 uM, koncentrace fosducinu 30
UM a koncentrace 14-3-3 20 uM pro méfeni s proteinem RGS3 a 60 uM pro méfeni s fosdu-

cinem. Pro excitace vzorkl byly pouzity nasledujici vinové délky: A(tryptofan) = 295 nm,
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MAEDANS) = 315 nm. Excitacni spektra byla sniména pro nasledujici emisni vlnové délky:
Mtryptofan) = 355 nm, MAEDANS) = 480 nm. Veskeré rovnice v nasledujicim textu byly
prevzaty z literatury (Lakowicz, 2006).

4.5.1 Casové-rozliSené méreni dohasinani intenzity fluorescence

Dohasinani intenzity fluorescence bylo ziskavano pod ,,magickym* uhlem, kde méte-
né hodnoty intenzity dohasinani fluorescence I(t) nezavisi na rota¢ni difuzi fluoroforu a po-
skytuje nezkreslenou informaci o stfednich dobéach zivota. Bylo ptedpokladano multiexpo-

nencidlni dohasinani fluorescence podle nésledujici rovnice:
I(t) =Y, a;. et/ (rovnice 1)

kde 7 jsou stfedni doby zivota a a; jsou korespondujici amplitudy. Naméfené intenzity byly
analyzovany metodou maximalni entropie (SVD-MEM) (Bryan, 1990). Timto zptisobem ob-
drzime sadu amplitud a;, jez reprezentuji distribuci doby Zivota 1; V i-tém dohasinani. Stfedni

doby Zivota byly spocitany podle nasledujiciho vzorce:
Tmean = 2i fiTi (rovnice 2)
Frak¢éni intenzita fj se vypocitd podle nasledujiciho vztahu:

fi = aiti/ Xiit; (rovnice 3)

4.5.2 Casové-rozliSené méieni dohasinani anisotropie fluorescence

Fluorescencni méfeni dohasindni anisotropie r(t) byly obdrzeny méfenim dohasinani
rovnobézné Ij(t) a kolmé I,(t) komponenty. Data byla ziskana za stejnych podminek a analy-
zovéana obdobné jako pfi ziskavani stfednich dob Zivota metodou maximalni etnropie (SVD-

MEM). Anisotropie byly analyzovany pro sérii exponenciel:
r(t) =Y, B;. e /0 (rovnice 4)

kde amplitudy B; reprezentuji distribuci rotaén¢ korelacnich €ast 6;. B; souvisi s pocatecni
anisotropii rp podle nasledujici rovnice:

0 = X P (rovnice 5)
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4.5.3 Méreni Forsterova rezonan¢niho prenosu energie

Forsterav resonancni prenos energie byl méien mezi fluoroforem AEDANS, kovalent-
né vazanym na cysteinovy zbytek proteinu RGS3, a fluorescein, kovalentné navazanym na
cysteinovy zbytek monomerniho proteinu 14-3-3. Primérna i¢innost pfenosu energie E byla
spocitana ze sttedni doby Zivota donoru v pfitomnosti akceptoru (tpa) a v jeho neptfitomnosti
(tp) podle rovnice:

E=1-24 (rovnice 6)
D

Pramérna vzdalenost R paru donor-akceptor byla spocitana podle rovnice:

1 .
E = rovnice 7
1+(;40)6 ( )

Ro je tzv. Forsteruv kriticky polomér a vyjadiuje takovou vzdalenost donoru a akceptoru, pfi

které je ucinnost prenosu 50%. Hodnota Rg byla vypocitana pomoci rovnice:
Ry = (8.8 x 10%3k2n~*QpJ(A))YC[A]  (rovnice 8)

kde «? je orientaéni faktor, ktery je dan vzajemnou polohou fluoroforii a pro vypocet Ro byla
pouzita hodnota K2 =2/3 odpovidajici ndhodné orientovanym dipélim akceptoru a donoru, n
znadi index lomu prostiedi, Qp kvantovy vytéZzek donoru a J(A) piekryvovy integral. Kvanto-
vy vytézek donoru Qp byl spocitan relativné ke znamému kvantovému vytézku fluorescenéni
sondy AEDANS ve vodé. Rovnice prekryvového integralu charakterizuje piekryv emisniho

spektra donoru a absorp¢niho spektra akceptoru a ma tvar:

Fo(De(D)A*dA _ .
J) = % [cm3. M1 (rovnice 9)

kde Fp(L) zna¢i emisni spektrum donoru a g(A) je absorpéni spektrum akceptoru. Vsechna
nezbytna emisni i absorp¢ni spektra v plném rozsahu byly zméfeny na fluorimetru pro méteni

stacionarni fluorescence Perlkin-Elmer LS50B a UV-VIS spektrometru.
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4.6 H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

Veskera méteni H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii bylo provedeno ve
spolupraci s RNDr. Petrem Manem, Ph.D. z Mikrobiologického tistavu AV CR. H/D vyména
proteinit RGS3, fosforylovaného RGS3, 14-3-3(, RGS3 v ptitomnosti 14-3-3( a fosforylova-
ného RGS3 v pfitomnosti 14-3-3( byla zahajena desetindsobnym ziedénim vzorku
Vv deuterovaném pufru (20 mM Tris (pD 7.1), 1 mM EDTA, 3 mM DTT, 0,2 M NacCl, 10%
(w/v) glycerol). Koncentrace vSech proteinti po ziedéni byla 2,5 uM. Po 20 s, 1 min, 5 min,
10 min, 1 h, 3 h a 5 h, kdy probihala vyména vodiki za deuteria, bylo odebrano 80 pl a reakce
byla ukoncena ptidanim 20 pl 0.1 M HCI a rychlym zamraZenim v tekutém dusiku. Analyza
deuterovanych vzorkl byla provedena pomoci kapalinové chromatografie (1200 Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) pfipojené k ESI FT-ICR hmotnostnimu spektrometru
(9.4 T APEX-Ultra, Bruker Daltonics, Billerica, MA). Analyza byla zahéjena rychlych roz-
mrazenim vzorku a jeho $tépenim na kolon€ pomoci proteasy trypsin. Vzniklé peptidy byly
nasledné odsoleny pomoci peptidové MicroTrap kolonky (Michrom Bioresources, Auburn,
CA) a separovany na kolon¢ s C18 reverzni fazi (1x100 mm, Jupiter, Phenomenex) pomoci
linearniho gradientu 10-45% roztoku B v roztoku A za 20 min. Roztok A se skladal z 2%
(v/v) acetonitrilu, 0,4% (v/v) kyseliny mravenc¢i ve vod¢. Roztok B obsahoval 95% (v/v) ace-
tonitrilu, 5% vody (v/v), 0,4% (v/v) kyseliny mraven¢i. MS/MS spektra byla prohledana pro-
gramem MASCOT oproti databazi obsahujici sekvence proteini 14-3-3C a RGS3 (jedina po-
volend modifikace byla fosforylace na serinovém ¢i treoninovém zbytku). Spektra ¢astecné
deuterovanych peptidli byla exportovana do textového souboru pomoci programu DataAnaly-
sis verze 4.0 (Bruker Daltonics) a centroidy izotopickych obdlek byly naéteny pomoci pro-

gramu MMass verze 3.11.0 (Strohalm et al., 2010).

4.7 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni

Meteni malothlového roptylu rentgenového zareni bylo provedeno na synchrotronu
DESY (Deutsches Elektronen Synchrotron) v Hamburku (DORIS I1I, X33 beamline)
Vv Némecku. Proteinovy komplex RGS3/14-3-3C byl méfen v rozmezi koncentraci 2-8 mg/ml
v pufru 20 mM Tris (pH 7.5), 3 mM DTT, 0,2 M NaCl, 3% (w/v) glycerol, 1 mM EDTA. Pti
méfeni nebyla zaznamenéana Zadna radiacni poSkozeni vzorku. Rozptyl pufru byl odecten po-

moci programu PRIMUS (Konarev et al., 2003). Polomér gyrace Ry byl spocitan pomoci
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Guinerova extrapolace v programu GNOM (Konarev et al., 2006), ve kterém byla také spoci-
tana parova distan¢ni distribu¢ni funkce (P(r) funkce) a maximalni vzdalenost v ramci Castice
(Dmax)- Ab initio modelovani 3D obalky komplexu RGS3/14-3-3( bylo provedeno v progra-
mu DAMMIF a DAMAVER (Franke and Svergun, 2009; Svergun, 1997).
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5. Vysledky a diskuse
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5.1 Vliv vazby proteinu 14-3-3 na RGS doménu Regulato-
ru G-proteinové signalizace (RGS3) — publikace |

Regulatory G-proteinové signalizace (proteiny RGS) specificky vazi aktivovanou Ga-
GTP podjednotku heterotrimerniho G proteinu a vyznamné zvySuji jeji schopnost hydrolyzo-
vat GTP (Siderovski et al., 1996). Dnes je znamo vice nez 30 sav¢ich ¢leni RGS rodiny, pii-
¢emz vSechny obsahuji vysoce konzervovanou doménu (RGS doména), kterd specificky in-
teraguje s aktivovanou formou Ga podjednotky (Soundararajan et al., 2008; Tesmer et al.,
1997). Vn¢ RGS domény jsou jednotlivy ¢lenové RGS rodiny strukturné odli$ni a mohou
obsahovat dal§i domény, které ovliviiuji jejich cil v buiice nebo vytvofeni signadlniho komple-
xu, popi. oboji. Néktefi ¢lenové RGS rodiny (napf. RGS3, RGS4, RGS5, RGS7, RGS16,
RGS18) jsou schopny interagovat s proteiny 14-3-3 (Benzing et al., 2000; Gegenbauer et al.,
2012; Niu et al., 2002; Ward and Milligan, 2005). Dimerni kyselé regula¢ni proteiny 14-3-3
jsou hojné exprimovany ve vSech eukaryotickych buiikach a hraji dilezitou roli v bunéénych
procesech, jako je regulace apoptosy, bunécného cyklu, pfenosu signalu ¢i metabolickych
drah. Jiz bylo popsano vice jak 300 vazebnych partnerd téchto proteint a pro vétsinu interakci
je nutna fosforylace vazebného partnera (Obsil and Obsilova, 2011). Pro vazbu proteinu 14-3-
3 na protein RGS3 je nezbytna fosforylace proteinu RGS3 na serinovém zbytku 264, ktery se
nachazi v N terminalni ¢asti molekuly, vn¢ RGS domény. Vazba proteinu 14-3-3 blokuje in-
terakci mezi RGS doménou a aktivovanou Ga-GTP podjednotkou a tim inhibuje biologickou
funkci proteint RGS (Niu et al., 2002). Mechanismus této inhibice je neznamy.

Hlavnim cilem této prace bylo pravé studium mechanismu jakym protein 14-3-3 inhi-
buje funkci proteinu RGS3. Pro detekovani konformacnich zmén proteinu RGS3 po navazani
proteinu 14-3-3 bylo vyuzito méfeni Casové-rozlisené tryptofanové fluorescence. Tato metoda
je velice senzitivni ke zmé&nam v mikrookoli fluoroforu (v tomto ptipad¢ jde o tryptofany).
Pomoci cilené mutagenese byly pfipraveny mutanty proteinu RGS3 obsahujici pouze jeden
tryptofanovy zbytek bud’ na pozici 295 nebo na pozici 424. Tryptofanovy zbytek na pozici
295 se nachazi mimo RGS doménu v blizkosti jiz popsaného fosforyla¢niho a vazebného mis-
ta pro protein 14-3-3 serinu 264, zatimco tryptofanovy zbytek na pozici 424 je soucasti RGS
domény. Samotna fosforylace proteinu RGS3 na serinu 264 zplsobi znacné strukturni zmény
Vv oblasti okolo tryptofanového zbytku 295, ne vSak v oblasti okolo tryptofanového zbytku
424. Z vysledku méfeni casové-rozliSeného dohasinani anisotropie fluorescence je patrné, ze

vazba proteinu 14-3-3 ovliviiuje strukturu nejen N-termindalni ¢asti proteinu RGS3 v blizkosti
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fosforylacniho mista, ale 1 strukturu RGS domény. Pokusy se samotnou RGS doménou ukaza-
ly, ze tato doména sama o sob¢ je schopna slabé interakce s proteinem 14-3-3. Byla vyfeSena
krystalova struktura RGS domény proteinu RGS3 s rozliSenim 2.3 A. Tato struktura ukizala,
ze protein 14-3-3 ovliviiuje strukturu RGS domény v oblasti, ktera je dilezita pro interakci
s Ga podjednotkou heterotrimerniho G proteinu. Tento fakt by mohl vysvétlovat, pro¢ vazba

proteinu 14-3-3 na protein RSG3 blokuje interakci mezi RGS doménou a Ga podjednotkou.

Tyto vysledky byly publikovany v ¢asopise Journal of Structural Biology (viz. priloha
¢.1, stranky 69-80): Rezabkova, L., Boura, E., Herman, P., Vecer, J., Bourova, L., Sulc, M.,
Svoboda, P., Obsilova, V., Obsil, T. (2010) 14-3-3 protein interacts with and affects the
structure of RGS domain of regulator of G protein signaling 3 (RGS3). J Struct Biol 170, 451-
461.

Miij podil na této publikaci: Podilela jsem se na klonovani a ptipravé jednotlivych mutantd

proteinu RGS3. Provedla jsem expresi a purifikaci proteinu RGS3 (v¢etné vsech jeho mutan-
tt) a naslednou in vitro fosforylaci. Provedla jsem expresi a purifikaci proteinu 14-3-3 (véetné
vSech jeho mutantll). Provedla jsem vSechna méteni staciondrni fluorescence. Provedla jsem
ptipravu vzorkil pro méteni Casové-rozliSené tryptofanové fluorescence, samotné méfeni bylo
provedeno ve spolupraci s doc. RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem
Vedeiem, CSc. z Fyzikalniho Ustavu Matematicko-Fyzikélni fakulty Univerzity Karlovy v

Praze.

49



5.2 Struktura komplexu RGS3/14-3-3: Proc¢ vazba protei-
nu 14-3-3 inhibuje funkci regulatoru G-proteinové signali-
zace 3 (RGS3)? — publikace 11

Pienos signalu pies G-proteinovou drahu je ovlivnén mnoha faktory. Jednim z nich je
interakce regulatort G-proteinové signalizace (proteiny RGS) s aktivovanou Ga-GTP podjed-
notkou heterotrimerniho G proteinu, kdy proteiny RGS vyznamné zvysuji schopnost Ga-GTP
podjednotky hydrolyzovat GTP (Soundararajan et al., 2008; Tesmer et al., 1997). Proteiny
RGS tedy funguji jako negativni regulatory G-proteinové drdhy. Nicméné jejich funkce je
dale ovlivitovana fosforylaci a vazbou proteinu 14-3-3 (Gegenbauer et al., 2012; Niu et al.,
2002; Ward and Milligan, 2005).

Proteiny 14-3-3 jsou dimerni, vysoce konzervované proteiny, které se podileji na regu-
laci zna¢ného mnozstvi biologicky vyznamnych dé&ja. Dimer proteinu 14-3-3 ma tvar pismene
U a vytvafi znacné nabity centralni kanal, ktery obsahuje dvé vazebna mista pro své partnery.
Oblasti, které jsou vysoce konzervované u vSech isoforem proteinu 14-3-3, se nachazeji pre-
devsim v oblasti tohoto kanalu, mén¢€ konzervované aminokyseliny pak na vnéjsi stran¢ dime-
ru. Ptes vysokou konzervaci aminokyselinovych zbytkl v oblasti centrdlniho kandlu, kterou
sdili vS§echny isoformy proteinu 14-3-3, vykazuje velké mnozstvi vazebnych partnerti znacnou
specifitu ve vybéru isoformy, na kterou se vazi. Struktura samotného proteinu 14-3-3, piipad-
n¢ proteinu 14-3-3 v komplexu s kratkymi peptidy, je velice dobfe znama, bohuzel stale jesté
chybi struktury, kde by byl protein 14-3-3 v komplexu s celym vazebnym partnerem. Praveé
tyto struktury jsou kli¢ové pro pochopeni mechanismd, kterymi proteiny 14-3-3 reguluji tako-
vé mnozstvi naprosto rozli¢nych biologickych procest (Obsil and Obsilova, 2011).

Hlavnim cilem této prace bylo vyfeseni struktury komplexu RGS3/14-3-3( a na jejim
zakladé vysvétleni mechanismu, jakym protein 14-3-3 inhibuje funkci proteinu RGS3. Pro
interakci mezi proteiny RGS3 a 14-3-3 je nutna fosforylace proteinu RGS3 na serinovém
zbytku 264, ktery se nachazi v N terminalni ¢asti molekuly, viné RGS domény. Piedchozi stu-
die ukazaly, ze vazba proteinu 14-3-3 ovliviuyje strukturu nejen N terminalni ¢asti proteinu
RGS3 v blizkosti fosforylaéniho mista, ale i strukturu RGS domény a navic, Ze tato doména
sama o sob¢ je schopna slabé interakce s proteinem 14-3-3 (Rezabkova et al., 2010).

V této praci podavame strukturni vysvétleni mechanismu, jakym protein 14-3-3 inhi-
buje interakci mezi proteinem RGS3 a Ga-GTP podjednotkou heterotrimerniho G-proteinu.

Na zéaklad¢é dat z metod: H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii, malothlovy rozptyl
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svétla a méfeni vzdalenosti pomoci Forsterova rezonan¢niho pienosu energie byl navrzen 3D
model komplexu RGS3/14-3-3, ktery ukazuje, ze RGS doména proteinu RGS3 interaguje s
malo konzervovanou oblasti proteinu 14-3-3 nachézejici se mimo centralni kanal. Tato struk-
tura spolecné s daty z Casové-rozlisené fluorescence vysvétluji mechanismus jakym vazba
proteinu 14-3-3 na protein RGS3 blokuje interakci mezi proteinem RGS3 a Ga podjednotkou.
Vazba proteinu 14-3-3 jednak tuto interakci stericky blokuje a navic zptsobuje signifikantni
konformaéni zménu RGS domény v okoli cysteinu 456, ktery je soucasti interakéniho po-
vrchu s Ga podjednotkou. Navic interakce RGS domény s malo konzervovanou oblasti pro-
teinu 14-3-3 na vngjsi stran¢ dimeru je prvnim strukturnim dikazem, Ze vazebni partnefi pro-
teinu 14-3-3 interaguji nejen s centralnim kanalem ale i s ostatnimi ¢astmi proteinu 14-3-3. To
mize vysvétlovat specifitu, kterou vazebni parnefi vykazuji ve vybéru isoformy proteinu 14-

3-3, na kterou se vazi.

Tyto vysledky byly publikovany v ¢asopise Journal of Biological Chemistry (viz. priloha
¢. 2, stranky 81-97): Rezabkova, L., Man, P., Novak, P., Herman, P., Vecer, J., Obsilova,
V., Obsil, T. (2011) Structural basis for the 14-3-3 protein-dependent inhibition of the regula-
tor of G protein signaling 3 (RGS3) function. J Biol Chem 286, 43527-43536.

Miij podil na této publikaci: Ptipravila jsem jednotlivé mutanty proteinu RGS3. Provedla

jsem expresi a purifikaci proteinu RGS3 (véetné vSech jeho mutanttl) a naslednou in vitro
fosforylaci, pfip. modifikaci pomoci fluorescen¢ni sondy 1,5-IAEDANS. Provedla jsem ex-
presi a purifikaci proteinu 14-3-3 (v¢etné vSech jeho mutantil) a pfip. modifikaci pomoci fluo-
rescen¢ni sondy 5-1AF. Provedla jsem vSechna méfeni sedimentacnich rychlosti a sedimen-
taCnich rovnovah a néaslednou analyzu a interpretaci naméfenych dat. Provedla jsem méfeni
malothlového rozptylu svétla na synchrotronu v Hamburku a naslednou analyzu a interpretaci
namétfenych dat. V laboratofi RNDr. Petra Mana, Ph.D jsem se za jeho pomoci podilela na
méteni H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii a nasledné analyze a interpretaci na-
métfenych dat. Provedla jsem ptipravu vzorkl pro méfeni Forsterova rezonan¢niho pfenosu
energie a Casoveé-rozlisené dansylové fluorescence, samotné méteni bylo provedeno ve spolu-
praci s doc. RNDr. Petrem Hefmanem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Vecefem, CSc. z Fyzi-

kalniho Ustavu Matematicko-Fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
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5.3 Strukturni zmény fosducinu zptsobené fosforylaci a
vazbou proteinu 14-3-3 - publikace |11

Fosducin je cytosolicky fosfoprotein, ktery byl poprvé objeven v reting. Nachazi se ve
velkych koncentracich v savCich fotoreceptorovych bunkach sitnice a vyvojoveé piibuzné
mozkové $iSinky, v mensich koncentracich pak i v dalSich tkanich (Danner and Lohse, 1996;
Lee et al., 1987). Fosducin hraje dualezitou roli v negativni regulaci G-proteinové signalizace,
nebot’ vaze Gy podjednotku heterotrimerniho G proteinu a brani tak jejimu opétovnému
spojeni s Gto. podjednotkou (Bauer et al., 1992). Fosducin a jeho uloha v biochemii vidéni je
znama pomérné dlouho, ukazuje se vsak, ze tento protein také hraje dtlezitou roli v procesech
jako je regulace krevniho tlaku ¢i kontrola transkripce (Beetz et al., 2009; Zhu and Craft,
2000b).

Krystalova strukturu fosfducinu v komlexu s Gy podjednotkou transducinu ukazala,
ze se fosducin sklada ze dvou domén (Gaudet et al., 1996): N terminalni domény, ktera se
vaze na ¢ast G podjednotky, ktera je odpovédna za interakci s Gia a C terminalni domény,
ktera vykazuje strukturni homologii k thioredoxinu a interaguje s ¢asti Gify, kterd odpovida
za vazbu na membranu. V této struktufe jsou obé domény obtoceny kolem Gify a vzdjemné
spolu neinteraguji. Pfestoze N terminalni doména fosducinu v komplexu s Gy podjednotkou
vykazuje urcitou strukturovanost (je ¢astecné a-helikalni), NMR a CD spektroskopické studie
ukazaly, ze ve volném, na Gy podjednotku nenavazaném, fosducinu je N terminalni doména
vysoce nestrukturovana. Schopnost fosducinu vazat Gify podjednotku je znané ovlivnéna
stupném fosforylace. Nefosforylovany fosducin vaze Gy velmi siln€, zatimco fosforylace
serinovych zbytkd na N konci tuto vazbu negativné ovliviiuje. In vitro experimenty ukazaly,
ze Ser73 muze byt fosforylovan pomoci PKA a CAMKII je schopna fosforylovat serinové
zbytky na pozicich 6, 36, 54, 73 a 106 (Lee et al., 1990a; Thulin et al., 2001). Nicméng, pro
inhibici interakce mezi fosducinem a GBy in vivo staci, aby byl fosducin fosforylovan pouze
na serinovych zbytcich 54 a 73. Takto fosforylovany fosducin interaguje s proteiny 14-3-3
(Nakano et al., 2001). Proteiny 14-3-3 jsou dimerni, vysoce konzervované regula¢ni proteiny,
které se hojné exprimuji ve vSech eukaryotickych organismech. Skrze vazbu na vice jak 300
rozliénych proteind reguluji znacné mnozstvi biologicky vyznamnych dé&jt, napf. apoptosu,
bunéény cyklus, ptenos signalu ¢i metabolické drahy (Obsil and Obsilova, 2011). | v ptipadé
fosducinu hraji tyto proteiny dulezitou roli, nebot” jejich vazba na fosducin blokuje interakci

mezi fosducinem a Gfy podjednotkou heterotrimerniho G proteinu (Nakano et al., 2001).
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Hlavnim cilem této prace bylo pochopeni mechanismu jakym proteiny 14-3-3 reguluji
funkci fosducinu. Pomoci metody ¢asové-rozliSené fluorescenéni spektroskopie byly studova-
ny konformacni zmény fosducinu zptusobené fosforylaci a vazbou proteinu 14-3-3. Pro za-
kladni biofyzikalni charakterizaci komplexu fosducin/14-3-3 bylo vyuzito analytické ultracen-
trifugace.

Sedimenta¢ni analyza ukazala, ze fosducin je v roztoku monomerni a s proteinem 14-
3-3 vytvari komplex o stechiometrii 1:2 (dimer proteinu 14-3-3 vaze jednu molekulu fosduci-
nu). Méfeni Casoveé-rozlisené tryptofanové a dansylové fluorescence ukazala, ze fosforylace
serinovych zbytkli 54 a 73 sama osob¢ zplisobuje znacné konformacni zmény nejen v N ter-
minalni doméng, kde se dana fosforyla¢ni mista nachazeji, ale prekvapivé také v C terminalni
doméné. Je tedy pravdépodobné, Ze u volného, na Gy nenavazaného, fosducinu (na rozdil od
fosducinu vazaného na G{fy) spolu obé domény interaguji. Vazba proteinu 14-3-3 ovlivni
strukturu jak N termindlni, tak i C termindlni domény fosforylovaného fosducinu, coz nazna-
Cuje, ze vazba proteinu 14-3-3 indukuje v obou doménach fosducinu zna¢né konformacni
zmény. K témto zménam dochazi i v oblastech, kam se vaze Gy podjednotka. Tyto vysledky
nam umozinuji nahlédnout do mechanismu, jakym proteiny 14-3-3 reguluji funkci fosducinu.
Vazba proteinu 14-3-3 na fosducin stericky blokuje interakci mezi fosducinem a Gy a navic

zpusobuje znacné konformacéni zmény v oblastech fosducinu, které jsou dilezité pro vazbu na

GtB’Y

Tyto vysledky byly publikovany v ¢asopise Biophysical Journal (viz. p¥iloha €. 3, stran-
ky 98-120): Rezabkova, L., Kacirova, M., Sulc, M., Herman, P., Vecer, J., Stepanek, M.,
Obsilova, V., Obsil, T. (2012) Structural modulation of phosducin by phosphorylation and the
14-3-3 protein binding, Biophys. J., piijato k otisténi

Miij podil na této publikaci: Podilela jsem se na piipravé jednotlivych mutant fosducinu.

Provedla jsem expresi a purifikaci fosducinu (véetné vSech jeho mutantti) a naslednou in vitro
fosforylaci, pfip. modifikaci pomoci fluorescenéni sondy 1,5-IAEDANS. Provedla jsem ex-
presi a purifikaci proteinu 14-3-3 (véetn¢ vSech jeho mutantit). Provedla jsem vSechna méfeni
sedimentacnich rychlosti a sedimenta¢nich rovnovah a naslednou analyzu a interpretaci name-
fenych dat. Provedla jsem pfipravu vzorkli pro métfeni ¢asové-rozliSené dansylové a tryptofa-

nové fluorescence, samotné méteni bylo provedeno ve spolupraci s doc. RNDr. Petrem Het-
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manem, CSc. a doc. RNDr. Jaroslavem Vecetem, CSc. z Fyzikalniho Ustavu Matematicko-

Fyzikalni fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
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5.4 Studium funkce a vlastnosti C terminalniho segmentu
kvasni¢nych isoforem proteinu 14-3-3 (BMH1 a BMH2) -
publikace 1V

Proteiny 14-3-3 jsou stiedem zajmu mnoha védeckych skupin ptedev§im diky rozma-
nitosti biologickych déju, kterych se u€astni. Hraji dilezitou roli v bunéénych procesech, jako
je regulace apoptosy, bunécného cyklu, pienosu signalu, metabolickych drah, diferenciace a
proliferace bunky, transkripce, podileji se na intracelularnim transportu, bunééné adhesi, ¢i
ovliviiuji strukturu cytoskeletu. Jde o dimerni, vysoce konzervované regulacni proteiny, které
se hojné exprimuji ve vSech eukaryotickych organismech. Zatimco u kvasinek byly popsany
pouze dv¢ isoformy (BMHI1, BMH2), u savct jich bylo identifikovano nejméné 7 (B, v, €, o,
¢, T, ) a u rostlin alespon 15 (Obsil and Obsilova, 2011).

Vsechny isoformy proteinu 14-3-3 jsou vysoce sekvenéné konzervované a znacné ri-
gidni, vyjimkou je C terminalni konec molekuly, ktery je zna¢né variabilni a vysoce flexibil-
ni. U sav¢ich isoforem ma tato flexibilni oblast proteinu 14-3-3 velky vyznam. Byla navrZena
teorie, kterd prepoklada, ze C termindlni konec hraje ulohu jakéhosi autoinhibitoru vstupu
nespecifického ligandu do vazebného kandlu. Pfed navazanim ligandu se C termindlniho
segment nachazi uvnitf vazebného kandlu a vazba ligandu zpisobi jeho ,,vymrsténi® ven
(Silhan et al., 2004). C terminalni konec kvasni¢nych isoforem proteinu 14-3-3, BMHL1 a
BMH?2, se od téch savcich lisi. Jejich C terminalni segment je delsi a obsahuje polyglutami-
novou sekvenci (17 za sebou jdoucich glutaminovych zbytkt), jejiz funkce je neznama (van
Heusden and Steensma, 2006).

O autoinhibi¢ni funkci C terminalniho segmentu u savéich isoforem proteinu 14-3-3
neni pochyb. Zda to samé plati i kvasni¢nych isoforem, BMH1 a BMH2, neni jasné. Hlavnim
cilem této prace bylo studium vlastnosti a funkce C terminalniho konce kvasni¢nych isoforem
proteinu 14-3-3 pomoci rozli¢nych biofyzikalnich metod. Dynamicky rozptyl svétla, sedimen-
tacni analyza, Casové-rozliSena fluorescence a gelova permeaéni chromatografie ukazaly, Ze
zdanliva velikost proteinu BMH je vétsi neZ u savcich isoforem. Na druhou stranu sedimen-
tacni analyza potvrdila, ze kvasni¢ni isoformy, stejné jako savei, se v roztoku nachazeji
v dimerni form¢. Fluorescencni méteni ukdzala, Ze vazba ligandu nezpiisobuje zadné konfor-
macni zmény C termindlniho segmentu molekuly BMH a Ze jeho odstranéni nema vliv na

vazbu ligandu. Tyto vysledky naznacuji, ze na rozdil od savc¢ich isoforem se C terminalni
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segment nenachazi ve vazebném zlabku. C termindlni konec kvasni¢nych isoforem tedy na

rozdil od savcich nejspise neplni funkci autoinhibitoru.

Tyto vysledky byly publikovany v ¢asopise Biochemistry (viz. p¥iloha &. 4, stranky 121-
130):

Veisova, D., Rezabkova, L., Stepanek, M., Novotna, P., Herman, P., Vecer, J., Obsil, T., Ob-
silova, V. (2010) The C-terminal segment of yeast BMH proteins exhibits different structure
compared to other 14-3-3 protein isoforms. Biochemistry 49, 3853-3861.

Miij podil na této publikaci: Provedla jsem vSechna méfeni sedimenta¢nich rychlosti a se-

dimentacnich rovnovah a naslednou analyzu a interpretaci naméfenych dat.
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6. Zaveér
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Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo studium tlohy proteint 14-3-3 v regulaci G-
proteinové signalni drahy. Snazila jsem se pochopit strukturni podstatu mechanismu, kterym
fosforylace a vazba proteinu 14-3-3 reguluje biologickou aktivitu a funkci proteint RGS3 a
fosducinu.

Pomoci biochemickych (rekombinantni exprese a purifikace protein, bodova mu-
tagenese) a biofyzikalnich metod (stacionarni a Casové-rozliSena fluorescence, malouhlovy
rozptyl rentgenového zafeni, H/D vymeéna spojena s hmotnostni spektrometrii, analyticka ul-

tracentrifugace) se mi podatilo dosahnout nasledujicich vysledki:

1. Studium strukturni podstaty regulace funkce proteinu RGS3 fosforylaci a vazbou

proteinu 14-3-3.

e Vysledky méfeni tryptofanové fluorescence ukézaly, ze samotna fosforylace proteinu
RGS3 zpusobuje zna¢né strukturni zmény v N terminalni ¢asti molekuly, ne vSak v C
koncové RGS doméné.

e Vysledky méfeni tryptofanové fluorescence dale ukézaly, Ze vazba proteinu 14-3-3 na
fosforylovany protein RGS3 ovliviiuje strukturu nejen N termindlni c¢asti RGS3
Vv blizkosti fosforyla¢niho mista, ale i strukturu RGS domény.

e Izolovana RGS doména proteinu RGS3 je sama o sobé schopna slabé interakce
s proteinem 14-3-3.

e Na zaklad¢ dat z metod: H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii, malothlovy
rozptyl svétla a méfeni vzdalenosti pomoci Forsterova rezonanéniho ptenosu energie
byl navrzen 3D model komplexu RGS3/14-3-3.

e Tento model ukazal, ze RGS doména proteinu RGS3 interaguje s malo konzervovanou
oblasti proteinu 14-3-3 nachézejici se mimo centralni kanal. To mize vysvétlit specifi-
tu, kterou vazebni parnefi vykazuji ve vybéru isoformy proteinu 14-3-3, na kterou se
vazi.

e Na zédklad¢ tohoto modelu a dat z méteni Casoveé-rozlisené fluorescence je mozné vy-
svétlit mechanismus, jakym vazba proteinu 14-3-3 na protein RGS3 blokuje interakci
mezi proteinem RGS3 a Ga podjednotkou. Vazba proteinu 14-3-3 jednak tuto interak-
ci stericky blokuje a navic zptsobuje signifikantni konformacni zménu RGS domény

Vv okoli cysteinu 456, ktery je soucasti interakéniho povrchu s Ga podjednotkou.
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2. Studium strukturni podstaty regulace funkce fosducinu fosforylaci a vazbou proteinu

14-3-3

e Mg¢ieni Casove-rozliSené tryptofanové a dansylové fluorescence ukazala, ze fosforyla-
ce fosducinu sama osob¢ zptisobuje zna¢né konformac¢ni zmény nejen v N terminalni
doméné, kde se dana fosforyla¢ni mista nachazeji, ale ptekvapiveé také v C terminalni
doméné. Je tedy pravdépodobné, ze u volného, na Gy nenavazaného, fosducinu (na
rozdil od fosducinu vazané¢ho na G{fy) spolu obé¢ domény interaguji.

e Vazba proteinu 14-3-3 ovliviwgje strukturu jak N terminalni, tak i C terminalni domény
(v oblastech, kam se vaze Gy podjednotka) fosforylovaného fosducinu, coz naznacu-
je, ze vazba proteinu 14-3-3 indukuje v obou doménach fosducinu zna¢né konformac-
ni zmény.

o Zvysledkil Casové-rozliSené fluorescence se da tedy fici, ze vazba proteinu 14-3-3 na
fosducin stericky blokuje interakci mezi fosducinem a Gy a navic zpusobuje zna¢né

konformacéni zmény v oblastech fosducinu, které jsou diilezité pro vazbu na Gfy.
Zavérem mohu fici, Ze vysledky této disertacni prace piispély k objasnéni mechanis-

md, kterymi proteiny 14-3-3 reguluji biologickou aktivitu a funkci proteini RGS3 a fosduci-

nu.
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