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Abstrakt CZ

PredloZena prace se zabyva studiem regula¢nich mechanismi dvou diilezitych
signdlnich proteinkinas a slibnych cilG terapeutického zasahu, ASK1 a CaMKK?2.
Proteinkinasa ASK1 je dtilezitym ¢lenem MAP3K proteinkinasové rodiny. Pod vlivem
raznych stresovych podnéti jako je oxidativni stres se ASK1 spolupodili na iniciaci
signalni kaskady, ktera vede kaktivaci MAP kinas JNK a p38. Funkce ASK1 je
spojovana sapoptosou a proto je jeji regulace klicova v patogenezi mnoha
onemocnéni vcetné rakoviny, neurodegenerace a kardiovaskularnich chorob. Mezi
prirozené inhibitory jeji funkce patfi thioredoxin, univerzalni oxidoreduktasa, ktera
se vaze na N-konec ASK1, kde pravdépodobné brani jeji oligomerizaci a nasledné
aktivaci. Predpoklada se, Ze pri oxidativnim stresu thioredoxin disociuje na zakladé
oxidace cysteinli v aktivnim centru, ale strukturni podstata této interakce nebyla
doposud objasnéna.

CaMKK?2 se radi mezi predni zastupce CaM kinas, ktera skrze aktivaci CaMK]I,
CaMKIV a AMPK reguluje genovou expresi nebo apoptosu. Funkce tohoto proteinu je
spojovana s vyvojem neurologickych poruch, rakoviny nebo obezity. VSechny CaM
kinasy jsou aktivovany vazbou Ca2*/ kalmodulinu. Ze strukturnich studii riznych
CaM kinas je patrné, Ze CaMKK2 obsahuje neobvyklé strukturni prvky, naznacujici
odliSny aktivatni mechanismus. CaMKK2 je dale regulovana prostrednictvim
fosforylace na rtiznych mistech molekuly. Dvé fosforyla¢ni mista, Ser10 a Ser>11, byly
identifikovany jako mozné vazebné motivy pro proteiny 14-3-3. Tyto vSestranné
dimerni proteiny reguluji fosforylované substraty na zakladé zmény jejich
konformace nebo zmény dostupnosti dilezitych signalnich sekvenci. Uloha téchto
proteint v regulaci CaMKK2 vsak stdle neni dostate¢né prozkoumana.

Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexi téchto proteinkinas s jejich
interakCnimi partnery nam umoznila popsat vazebné povrchy, stanovit vazebné
afinity, stechiometrie a dynamiku ptislusnych komplexti a tim ptispét k objasnéni

studovanych mechanismi.



Abstract EN

The aim of this study was to investigate the regulatory mechanisms of two
important signaling proteinkinases and promising therapeutic targets, ASK1 and
CaMKK2. ASK1 kinase is a member of the mitogen-activated protein kinase kinase
kinase (MAP3K) family that activates c-JNK kinase and p38 MAP kinase pathways in
response to various stress stimuli, including oxidative stress. The function of ASK1 is
associated with the activation of apoptosis and thus plays a key role in the
pathogenesis of multiple diseases including cancer, neurodegeneration or
cardiovascular diseases. The natural inhibitor of ASK1 1is a ubiquitous
oxidoreductase, thioredoxin, which is probably bound to N-terminus of ASK1, thus
preventing a homophilic interaction and subsequent ASK1 activation. It has been
suggested, that upon oxidative stress and oxidation of thioredoxin active site,
thioredoxin dissociates from ASK1, but the structural basis of this interaction
remains unclear.

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaMKK2) is
a member of CaM kinase pathway that activates CaMKI, CaMKIV and AMPK involved
in gene expression regulation or apoptosis activation. Function of this protein is
often associated with neuropathology, carcinogenesis and obesity. CaM kinases are
activated via binding Ca?* sensor protein calmodulin (CaM). Structural studies of
CaMKK2 revealed distinct structural features, suggesting a potentially different
activation mechanism. CaMKK2 is also regulated and inhibited through
phosphorylation. It has been identified two potential phosphorylation sites, Ser1%0
and Ser>11, for 14-3-3 protein binding. These universal dimers regulate their multiple
phosphorylated substrates through conformational modulation or masking of
signaling sequences. However, the role of 14-3-3 proteins in CaMKK2 regulation is
not sufficiently understood.

Biophysical and structural characterization of the complexes allowed us to
describe the interaction interface, to estimate biding affinity, stoichiometry and

complex dynamics, thus contributing to elucidation of these regulatory mechanims.
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1 Uvop

Chemicka signalizace tvori rozsahlou komunikacni sit mezi butikami, které tak
mohou adekvatné reagovat na zmeény mikrookoli. V mnoha piipadech miize byt
nevratné poskozeni bunécné signalizace i letalni. Souc¢asny vyzkum soustredi veskeré
usili do pochopeni funkce jednotlivych ¢lanki téchto slozitych kaskad, aby bylo
mozné jejich mnoZstvi a aktivitu efektivné regulovat a zabranit tak vyvoji
patologickych stavii. V ramci této disertacni prace jsou diskutovany dva biologicky
vyznamné procesy, které se na mnoha bodech bunécné signalizace stykaji a poji je
i podobny regula¢ni mechanismus zprostiedkovany vazbou proteint 14-3-3 (viz obr.

1.1, str. 13).

1. Proteinkinasa ASK1
ASK1 reprezentuje skupinu MAP3K kinas, které se uplatiiuji pri bunécném obranném
mechanismu proti oxidativnimu stresu. Jeji regulace je klicova pro spousténi mnoha
biologickych déjli, zejména apoptosy, imunitni odpovédi a bunécné diferenciace.
Dysregulace tohoto enzymu stoji za vyvojem mnoha zavaznych onemocnéni, zejména
rakoviny ¢i kardiovaskularnich a neurodegenerativnich chorob. Vramci tohoto
projektu jsme se zamérili na studium mechanismu aktivace ASK1 vredukénich
a oxidacnich podminkach. Na zakladé biofyzikalni charakterizace interakce s jejim
fyziologickym inhibitorem thioredoxinem, se nam podarilo CasteCné objasnit
mechanismus tvorby komplexu v redukovaném prostredi. Predstavy ohledné déni pri
oxidativnim stresu jsou vSak velmi nekonzistentni i vzhledem k variabilité
pouzivanych oxidacnich podminek v jednotlivych studiich. V této studii se na zakladé
cilené mutageneze cysteint thioredoxinu i ASK1 a klicovym vysledkiim z hmotnostni
spektrometrie podarilo tento déj do jisté miry objasnit. Ziskané vysledky je
v budoucnu nutné podpofrit strukturnimi daty s vysokym rozliSenim ziskanych napfr.

pomoci NMR, na nichz probihaji intenzivni prace.

2. Caz*/kalmodulin dependentni kinasa 2 (CaMKK2)
Signalizace pomoci vapnikovych ionti je nenahraditelna z dlivodu propojeni s dalSimi
signaliza¢nimi pochody v bunce vedoucich k regulaci genové exprese nebo apoptose.

CaMKK2 je prvnim nejdilezitéjSim clenem této Ca2*/kalmodulin dependentni
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kaskddy a proto jeji dysfunkce vede napi. k neuropatologickym projeviim nebo
karcinogenezi. Zaroven je také dulezitym aktivitorem AMP-dependentni
proteinkinasy, jiZ se prisuzuje role v energetickém metabolismu. Z toho diivodu je
CaMKK2 povaZovana za potencialni teraputicky cil pri 1écbé obezity - jedné
z nejvétsich hrozeb soucasnosti. Mechanismus regulace prostrednictvim proteinu 14-
3-3 je doposud neznamy a jeho objasnéni bylo hlavnim cilem studia této prace.
Zaroven jsme se zamérili i na roli CaM pri aktivaci CaMKK2, ktera probiha odliSnym

mechanismem nez u ostatnich zastupct této kaskady.

Ca2+

¥ cAMP;\‘
»rCa2t-CaM .~
g _— Nol

PKA
ATP
e 07 Treel —CaMKK
membrane " // xl ~}‘:\‘CaMKIV
& #-.. CaMKI PKB/Akt  “--l00
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Substrates BAD 14-3-3 l
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MAP kinase
Cytoplasm
7*.._CaMKK
' o
“.._CaMKIV
S -
Nucleus

Transcription factors

Gene expression

Obr. 1.1 Schéma Ca?+-CaM signdlni kaskddy a jeji role v bunécném metabolismu. Zastupci Caz+-
CaM kinas reguluji buné¢ny vyvoj nepiimou aktivaci MAP kinas a dalSich efektorti biinécné
drahy. Aktivni MAP kinasy jsou transportovany do jadra, kde fosforyluji transkrip¢ni faktory.
CaMKIV miize také fosforylovat adenylatcyklasu typu I, coz vede k jeji inaktivaci a poklesu
hladiny cAMP. ZvySena intracelularni hladina cAMP funguje jako negativni zpétna vazba
pomoci aktivace cAMP-dependentni kinasy (PKA), kterda fosforylaci inaktivuje CaMKK.
CaMKK i CaMKIV se vyskytuji také v jadre, kde ovliviiuji genovou expresi. 14-3-3 proteiny
selektivné rozpoznavaji fosforylované proteiny na Ser/Thr, vCetné regulace CaMKK, ktera
zde neni vyznaCena. Tmavé zelené (aktivacni) drahy, jsou bezprostiedné rizeny regulaci
skrze vazbu Ca2+-CaM. Svétle zelené drahy jsou nezavislé na aktivaci pomoci Caz+-CaM.
Cervené drahy vyznacuji inhibi¢ni mechanismy. BAD - pro-apoptoticky ¢len Bcl-2 rodiny; ER
- endoplazmatické retikulum; PKB - protein kinasa B (Soderling, 1999).
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 Proteinkinasy

Proteinkinasy zahrnuji Sirokou skupinu enzymi katalyzujici pifenos fosfatu
z gama pozice ATP na seriny, threoniny nebo tyrosiny proteinovych substrati. Na
zdkladé téchto predpokladi jsou kinasy klasifikovany na serin-threoninové,
tyrosinové a kinasy s dudlni specifitou (Adams, 2001; Peng et al, 2013). Dnes lze
pouze stézi hledat néjaky biochemicky déj, ktery je primo ¢i neprimo ovlivnén
proteinovou fosforylaci. Fosfatova skupina ovliviiuje vlastnosti proteinu v diisledku
jejiho silného negativniho naboje, objemné velikosti a schopnosti tvorit Sirokou sit
vodikovych vazeb. Tato modifikace miize znacné ovlivnit flexibilitu a tvar
proteinového Fetézce, coz ma jisty dopad na jeho funkci. Timto zpiisobem je v buiice
regulovana bezmala tfetina protein. Kinasy ve spolecnosti fosfatas zarucuji
rovnovahu mezi riznymi fosforylacnimi stavy daného proteinu. NaruSeni této
rovnovahy vede Kk patologickym projeviim, napi. Kkarcinonezi nebo zanétlivym
procestim. Mnoho genetickych zmén, které hraji kauzalni roli v nddorovém fenotypu,
zahrnuje mutace proteinovych kinas a fosfatas (Hunter, 2002). Prikladem lze uvést i
s mikrotubuly asociovany protein Tau, jehoZ hyperfosforylovany stav je klasickym
markerem Alzheimerovy choroby a neurologickych chorob (Lee et al, 2001).

Prvni dikaz ohledné existence kinas byl doloZen skupinou Burnetta a
Kennedyho, vroce 1954. Od té doby se kinasy staly predmétem detailniho studia
v disledku jejich krucidlni funkce priregulaci proteinti. Odhaduje se, Ze v lidském
genomu je vice nez 500 genti kodujicich proteinkinasy, tedy asi 2 % z celkového
poctu lidskych genti. Souhrnné se tento soubor nazyva kinom (Manning, 2002).

Kinasy maji substratovou specifitu a rozeznavaji tzv. konsenzualni sekvence,
v nichZ leZi odpovidajici fosforyla¢ni misto. Napf. typickym motivem pro PKA je -R-R-
X-S/T-hyd. * Nejvyssi afinita k prenosu fosfatu je v pripad€, kdyz jsou pritomny oba
argininy, ale vétSinou postaCuje pritomnost nékolika bazickych rezidui pred

fosforylatnim mistem (Kemp et al., 1977).

1 Hyd. - hydrofobni aminokyselina
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2.1.1 Struktura katalytické domény a mechanismus prenosu fosfatu

Prvni struktura katalytické domény cAMP-dependentni kinasy (PKA) poskytla

prvni nahled do mechanismu jejich katalytické funkce (Knighton et al, 1991).
Na zakladé sekvenc¢niho porovnani rliznych kinas je znamo, Ze sdili 250 aminokyselin
dlouhy uUsek nezbytny pro jejich aktivitu (viz priloha 1). Tato €ast zahrnuje malou
Mg?2+-ATP vazebnou doménu s prevazujici -strukturou a vétsi substratovou doménu
tvorenou prevazné alfa-helixy. Domény jsou spojeny kratkym linkerem, ktery vytvari
katalytické misto enzymu pro vazbu Mg?+-ATP a substratu (Adams, 2001; Knighton
et al., 1991). Poslednich 70 aminokyselin na C-konci PKA tvofi rozvolnény retézec,
rozkladajici se pres povrch obou domén a tak patrné plni svoji ulohu pri
rozpoznavani substratu i ATP (Knighton et al.,, 1991).

Po objasnéni struktury apoenzymu PKA bylo zjiSténo, Ze pred navazanim ATP
je enzym vtzv. oteviené konformaci, kterd je stabilizovana mnohocletnymi
hydrofobnimi interakcemi mezi rezidui obou domén v katalytické dutiné. Tato
spojeni po vazbé ATP generuji jakysi ,skluz“ umoZiujici ¢astecnou rotaci domény.
U jinych kinas je rotace o 90° zprostiredkovana pouze flexibilitou spojovaciho linkeru,
u PKA dochazi ke kooperaci obou zminénych mechanismti (Akamine et al., 2003).

Pro uspésny priabéh fosforylacni reakce je nezbytna soucinnost mnoha
aktivacnich a regulacnich mechanismi. Fosforylace aktivatni smycky hraje velmi
podstatnou rolj, jelikoZ je pfimo sprazZena s katalytickym mechanismem. Je znamo, Ze
fosforylace Thr197 aktivacni smyCky PKA zvySuje jeji aktivitu aZ 3nasobné. V pripadé
absence tohoto fosforylacniho mista, je tato schopnost kompenzovana pritomnosti
negativné nabité aminokyseliny (Johnson et al., 1996). Pri¢inou aktivace enzymu je
pravdépodobné zvySena pohyblivost aktivacni smycky, ktera otevira cestu substratu
do vazebného mista a napomaha tak rychlejSimu prenosu fosfatu na substrat diky
dalsim stabilizacnim efektim (Hagopian et al, 2001). V ramci vysoce
konzervovaného useku Asp-Phe-Gly (DFG) motivu aktivacni smycky zastava
aje nezbytny pro chelataci § a y fosfatovych skupin ATP. HorecCnaté ionty maji
v katalytické funkci dvoji ucel: (i) pomahaji orientovat y fosfatovou skupinu pro
snadny prenos na substrat; (ii) odstinuji silny negativni naboj fosfatu, aby

nedochazelo k elektrickym repulzim s prichozi hydroxylovou skupinou substratu.
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(Gibbs & Zoller, 1991). Z téchto divodi je i vétSina proteinkinasovych inhibitori

cilena na konzervovany DFG motiv (Peng et al.,, 2013).

Obr. 2.1: Krystalovd struktura katalytické podjednotky c-AMP dependentni proteinkinasy
(PKA) s peptidovym inhibitorem o délce 20 AMK ($eda barva). Cervené je vyznac¢ena mensi
doména ucastnici se vazby Mg2+-ATP (tzv. N-koncovy lalok). Modro-zelena doména
predstavuje ¢ast proteinu vazajici substrat (C-koncovy lalok). Poslednich 70 aminokyselin
rozvolnéného retézce je vyznaceno zluté. RGzova cast predstavuje flexibilni linker mezi

malou a velkou doménou. PDB kéd: 2CPK (Knighton et al.,, 1993).

Mezi dal$i konzervované useky proteinkinas patii motiv bohaty na glyciny,
ktery je opét nezbytny pro vazbu a prenos fosfatu. Typicka struktura tohoto motivu je
G-X-G-X-X-G a nachazi se v blizkosti N-konce katalytické domény. Tato pozice glycint
je idedlni z divodu minimalniho stérického branéni i maximalni flexibilité (Hemmer
et al, 1997). Spravna orientace « a 3 fosfatovych skupin, je zajiSténa nepfimo pres
solny miustek tvoreny mezi Glu®! z a Lys’2. Konzervovany Glu®l, ktery je soucasti
helixu C malé domény, se navic nachazi v tésné blizkosti vodikového atomu amidové
vazby Phel8> z DFG motivu substratové domény (Akamine et al., 2003).

Asp166 (aktivni misto) se primo uUcastni vazby s hydroxylem substratd, coz

umoznuje nukleofilni atak ze strany y fosfatu (Madhusudan et al, 1994). Prestoze
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existuji strukturni odliSnosti PKA od ostatnich druhti kinas, 1ze predpokladat, ze

mechanismus prenosu fosfatu je zachovan (Goldberg et al., 1996).

2.2 MAP signalni kaskady

Mitogenem-aktivované proteinkinasové signalni kaskady (MAP) prenasi
signdly z membranovych receptord k vnitrobunéénym cillim, které dale ridi osud
buiiky. Funkce MAP kinas je spojena s kontrolou mnoha biologickych déjii, zejména
apoptosy, embryogeneze, bunécné diferenciace a proliferace. MAP kinasova signalni
kaskada vytvari hierarchicky systém, ve kterém apikalni kinasy (MAP3K) fosforyluji
MAP kinasy kinasy a ty aktivuji posledni ¢lanky tohoto retézce, MAP kinasy (Dhillon
et al, 2007; Hayakawa et al, 2012; Pearson et al, 2001). Mezi MAP kinasy se radi
napr. extracelularni signalni regula¢ni kinasy (ERK), p38, c-jun N-termindalni kinasy
(JNK) a jejich isoformy. Tyto signalni mechanismy jsou evolu¢né velmi konzervované
a vyskytuji se u vSech eukaryotickych risi (Widmann et al., 1999). Enzymova kaskada
slozena z jednotlivych zastupci MAPK umoziiuje komplexni regulaci a vysokou
amplifikaci signalu (Pearson et al., 2001). Mezi kinasy MAP3K se radi skupina ASK
(1-3), které spousti bunéc¢nou odpovéd vreakci na redoxni stres nebo zanétlivé
cytokiny a hraji dlilezité role ve vrozené imunité a pti virovych infekcich (Miyakawa

etal, 2015; Geleziunas et al, 2001; Okazaki et al., 2015).

2.2.1 Proteinkinasa ASK1

ASK1 reprezentuje jednu ze tfi isoforem podskupiny MAP3K, ktera je
aktivovana tadou vnéjSich faktori, jako jsou oxidativni stres, stres
endoplazmatického retikula, zvySend intracelularni hladina vapenatych iontf,
skupina cytokinli (TNF-a a FasL) ¢i endotoxin lipopolysacharid (Matsuzawa et al,
2005; Nishitoh, 2002; Takeda et al., 2004). Jedna se o serin/threonin proteinkinasu,
kterd primou fosforylaci dalSich efektorii spousti p38 a JNK signalni drahy vedouci
k apoptose nebo zanétu (Chen et al, 1999; Ichijo et al, 1997). Distribuce ASK1

vievs

drahy, a tim ovliviiuje napft. aktivaci caspasy 3 a 9 (Hatai et al, 2000; Zhang, 2004).
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Patologicka funkce ASK kinas na zakladé jejich zménéné aktivity (zvySené Ci sniZeneé)
je spojena S vyvojem nadorovych onemocnéni, kardiovaskularnich
a neurodegenerativnich chorob (Ichijo et al, 1997). Napriklad inhibice ASK1 kinasy
plisobi pozitivné proti rakoviné Zaludku, ale v jiném pripadé mohou inaktivacni
mutace prispét k vyvoji melanomu (Prickett et al, 2014; Stark et al, 2011). Inhibitory
ASK1 rovnéz prinasi slibné vysledky v1écbé amyotrofické lateralni sklerosy na
mysSich modelech (Fujisawa et al,, 2016). To vSe ¢ini z ASK1 zajimavy terapeuticky cil,
ktery je vhodné blize studovat.

Struktura ASK1 je velmi konzervovana napri¢ eukaryotickymi organismy.
VSechny kinasy ASK (1-3) spolu sdili spolecnou architekturu, ve které je centralni
kinasova doména obklopena dalSimi regulacnimi doménami, jejichZ vzajemna
komunikace a oligomerizace je nezbytnou soucasti aktivace. Lidsky homolog ASK1
(viz obr. 2.2, str. 20) obsahuje 1374 aminokyselinovych zbytkd zahrnujici kinasovou
doménu, centralni regulacni oblast (CRR - zangl. Central Regulatory Region),
a thioredoxin-vazebnou doménu (TBD - zangl. Thioredoxin Binding Domain). Na
koncich proteinu se také nachazi predikované ,coiled-coil“ (CC) domény, zodpovédné
za homo-oligomerizaci ASK1 (Fujino et al, 2007). V useku sekvence 384-655 se
nachazi samostatna oblast pro faktory TRAF, které hraji diilezitou tlohu p¥i aktivaci
(Fujino et al, 2007; Hoeflich et al., 1999).

Regulace ASK1 probiha vramci vysokomolekularniho multiproteinového
komplexu - ASK1 signalosomu, ktery dynamicky méni svou kompozici v reakci na
oxidativni stres (Federspiel et al., 2016; Noguchi et al, 2005). V jadru signalosomu se
s jistotou nachazi ASK1, ASK2 a proteiny 14-3-3, které kooperuji s nespoctem dalSich
proteini za ucCelem flexibilni regulace MAP signalni kaskddy a dalSich déja.
(Federspiel et al., 2016).

Dilezitou ulohu vregulaci ASK1 Kkinasové aktivity maji postranslacni
modifikace a vazba inhibitor(i, proteinu 14-3-3 a thioredoxinu. V disledku stresu
vyvolaného redoxni nerovnovahou a vlivem konformacnich zmén homo-oligomeru
dochazi k aktivaci ASK1 autofosforylaci Thr838 a Thr84? (Bunkoczi et al, 2007;
Tobiume et al, 2002). Pro aktivaci je klicova nejen autofosforylace Thr838 v ramci
aktivacniho segmentu, ktera podminuje homo-oligomerizaci v C-terminalni casti

proteinu, ale i vazba faktori TRAF2 a TRAF6, které podporuji homofilni vazbu
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i vramci N-koncové domény (Fujino et al, 2007; Hoeflich et al, 1999). Vazba faktori
TRAF je podminéna disociaci thioredoxinu (Liu et al, 2000).

Doposud je znama pouze krystalova struktura katalytické domény a centralni
regulacni oblasti (Bunkoczi et al., 2007; Weijman et al., 2017). Z krystalové struktury
kinasové domény vyplyva, Ze ma silnou tendenci vytvaret antiparalelni dimery, které
jsou fyziologicky relevantni a podobnym zplisobem pravdépodobné dochazi
i k heterooligomerizaci mezi ASK1 a ASK2 (Takeda et al, 2007). Vazebné rozhrani
dimeru navic obsahuje vSechna konzervovana rezidua i autofosforylacni mista Thr813,
Thr838 a Thr842. Mutagenezni studie téchto autofosforyla¢nich mist rovnéz naznacuiji,
Ze jsou spiSe dtlezitd pro vazbu/disociaci dalSich signalnich proteint v ramci ASK1
signalosomu nez k podniceni katalytické aktivity.

Struktura centralni regula¢ni oblasti byla objasnéna relativné nedavno
a prinasi nové poznatky do regula¢niho mechanismu. Tato struktura zahrnuje celkem
14-helixti (viz obr. 2.2 B, str. 20), které vytvari 7 tetratricopeptidovych opakovani
(TPR) a tzv. plekstrinovou doménu (PH, fialova). Ze SAXS analyzy vyplyva, Ze TPR
doména vytvari kompaktni usporadani diky blizkému fyzickému kontaktu rezidui
mezi helixy. Uvnitf této sekvence se ma nachazet i predikovana NCC oblast (z angl. N-
terminal Coiled-Coil), ktera je vSak soucasti TPR domény a proto je velmi
nepravdépodobné, Ze se ucastni konvencni CC oligomerizace. CRR i ASK1 zahrnujici
sekvenci 88-941 (TBD, CRR a kinasova doména) se mimojiné v roztoku jevily jako
monomerni. Oblast CRR miiZe spliiovat nékolik funkci. Za prvé, modulovat strukturu
ASK1 substratu (MKK6) tak, Ze zpristupni cilové fosforylacni misto pro kinasovou
doménu. Za druhé, funguje jako mediator autoinhibi¢nich interakci mezi kinasovou
doménou a ASK1-TBD. Celd struktura ASK1 (88-941) se tak patrné nachazi
v dynamické rovnovaze mezi dvéma stavy, otevienym (aktivni) a zavienym
(inaktivni), ve které se ASK1-TBD dostava do blizkého kontaktu s kinasovou
doménou. NavrZeny regulacni mechanismus predpoklada, Ze autoinhibi¢ni
konformace je stabilizovana vazbou thioredoxinu. PrestoZe tato studie mirné
zpochybniuje oligomerizaci v N-koncové oblasti, nelze vyloucit, Ze na olimerizaci
celého proteinu se primarné nepodili C-koncova CC oblast proteinu (1236-1293),
ktera ve strukture chybi. Na zakladé SAXS analyzy dale vyplyva, Ze ASK1-TBD zaujima

v obou konformacich kompaktni tvar (Weijman et al., 2017).
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Obr. 2.2 A - Strukturni schéma ASK1 svyznaCenymi dilezitymi oblastmi. Thioredoxin-
vazebnda doména (TBD, Sedd), sedm tetratricopeptidovych opakovani (7 x TPR, zluta),
plekstrinova doména (PH, fialovad) a kinasova doména (zelend). Vazebné misto pro protein
14-3-3 (Ser%¢) je vyznacCeno Cervené (upraveno dle Weijman et al,, 2017; Bunkoczi et al,

2007). B - Krystalova struktura ASK1-CRR (269-658). PDB kdd: 5ULM (Weijman et al, 2017).

DalSi regulacni mista se nachazi na N a C-konci proteinu. Fosforylace Ser®83
prostrednictvi kinasy Akt a fosforylace Ser1034 se také uplatiiuji v negativni regulaci
ASK1 (Fujii et al, 2004; Kim et al, 2001). V blizkosti kinasové domény je jesté
pritomen serin 966, jehoZ fosforylace vede k vazbé dalstho vyznamného inhibitoru
ASK1, proteinu 14-3-3. Tento serin se nachazi v predikované nestrukturované oblasti,
kterd patii mezi Casté cile proteinii 14-3-3. Strukturni model katalytické domény
v komplexu s proteinem 14-3-3 naznacCuje, Ze pouze jeden protomer z dimeru 14-3-3
vaze jeden protomer zdvojice ASK1, coz vysvétluje i pouze castecnou inhibici
kinasove aktivity. Vzajemna interakce je velmi dynamicka a konformacné

heterogenni, coZ je vsouladu srelativné slabou vazebnou afinitu mezi obéma
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proteiny. Strukturni analyza rovnéZ naznacila, Ze protein 14-3-3 interaguje nejen
svazebnym motivem obsahujicim Ser®%®, ale také snékolika oblastmi kinasové
domény v blizkosti katalytického centra. Z toho plyne, Ze mechanismus inhibice mtize
byt zaloZen na modulaci aktivniho centra nebo blokaci vazby substrati ASK1
(Petrvalska et al, 2016). Pri oxidativnim stresu dochazi k defosforylaci serinu 966
prostrednictvim fosfatasy kalcineurin, disociaci proteinu 14-3-3 a obnové katalytické

aktivity ASK1 (Goldman et al.,, 2004; Liu et al, 2006).

2.2.2 Thioredoxin-1 (TRX1)

Thioredoxin je enzymovy kofaktor a oxidoreduktasa o velikosti 12 kDa, ktera
udrZuje redoxni rovnovahu vnitfniho prostredi. Uplatiiuje se predevsim v redoxni
signalizaci, apoptose ¢i jako rlstovy faktor stimulujici bunéc¢nou proliferaci (Watson,
2004). Doposud jsou znamé dvé isoformy thioredoxinu, z nichZ TRX2 se dominantné
nachazi v mitochondriich a TRX1 se vyskytuje v cytosolu (Zhang, 2004). Molekula
thioredoxinu se sklada zpéti [B-skladanych listi tvoricich hydrofébni jadro
obklopené ctyrmi o-helixy (viz obr. 2.3, str. 22). Vramci struktury je pritomen
katalyticky motiv 3IWCGPC3>, ktery zahrnuje aktivni centrum tvoiené Cys32 a Cys3>.
Vodikova vazba mezi sulfhydryly Cys32 a Cys3® je pricinou zvySené nukleofility Cys32,
ktery se v redukujicim protredi cytosolu nachazi ve formé thiolatu. Tato vlastnost
Cys3? je nezbytnym prvkem pro redukci disulfidické vazby oxidovanych substratt
(Weichsel et al, 1996). Vramci katalytického motivu je rovnéz pritomen
konzervovany Trp31, ktery prochdzi konformacni zmeénou pri oxidaci cysteini
v aktivnim centru nebo jejich mutagenezi (Qin et al, 1996; Weichsel et al, 1996).
Kromé dvou cysteinti aktivniho centra, sav¢i isoforma thioredoxinu obsahuje dalsi tri
vyznamné cysteiny, které jsou kritické pro aktivitu thioredoxinu (Hashemy &
Holmgren, 2008). Cystein 62 a 69 se vyskytuje vramci helixu a3 a Cys73 na
hydrofébnim povrchu thioredoxinu (Watson et al, 2003). Pri zvySené oxidaci
dochazi k uzavreni disulfidického mistku Cys®2-Cys®?, ktery ma vzhledem k pomérné
velké vzdalenosti (~18A) rozsahly dopad na strukturu a na aktivitu TRX1 (Hashemy
& Holmgren, 2008). Pri silné oxidaci dochazi rovnéz ktvorbé neaktivniho
kovalentniho homodimeru skrze Cys’3 (Ren et al.,, 1993; Watson et al, 2003). Zpétna

redukce thioredoxinu do aktivniho stavu je zajiSténa cinnosti dvou enzymi,
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thioredoxin reduktasy a NADPH-dependentniho selenoflavoproteinu (Watson,

2004).

Obr. 2.3 Krystalovd struktura TRX1. Cysteiny jsou vyznaceny Cervenou barvou, Trp3! Zlutou

barvou. PDB kéd: 1TRU (Clore et al., 1994).

2.2.3 Interakce mezi proteinkinasou ASK1 a thioredoxinem

V sekvenci ASK1 je pro interakci s thioredoxinem podstatny aminokyselinovy
usek 46-277 (Fujino et al, 2007). Inaktivace ASK1 je zprostfedkovana primou
protein-proteinovou interakci s TRX1 v redukované formé (Saitoh et al, 1998).
Prvotni predstavy ohledné aktivace ASK1 zahrnovaly mechanismus, pri kterém
v oxidujicich podminkach dochazi k tvorbé disulfidického mtistku mezi Cys32 a Cys3>
v aktivnim centru TRX1 a jeho nasledné disociaci (viz obr. 2.4, str. 23). Podobny efekt
vedouci k inhibici vzajemné interakce vyvolala i mutace cysteinii v aktivnim centru
a jejich nahrazeni serinem (Fujino et al, 2007; Liu, 2002; Saitoh et al., 1998). Doposud
vSak neni jasné, zda interakce mezi ASK1 a TRX1 je zaloZena na slabych
nekovalentnich interakcich nebo zahrnuje i tvorbu mezimolekularnich disulfidi. Tuto
moznost zvazuji autofi studie Nadeau et al. Dle jejich navrhu oxidativni stres
podnécuje tvorbu intermolekularnich disulfidickych vazeb v N-koncové a C-koncové

Casti proteinu ASK1, coz je nezbytnym prvkem jeji aktivace. Zaroven predpokladaji, ze
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i vazba mezi ASK1 a thioredoxinem zahrnuje tvorbu intermolekularniho
disulfidického mustku mezi Cys?>? a Cys32 z katalytického centra TRX1 (Nadeau et al,
2007, 2009). Mutace ASK1 na pozicich Cys250 a Cys30 se ukazaly jako Kkritické pro
vazbu TRX1 (Zhang, 2004).

autofosforylace

Trx
Inaktivni stav @ Aktivni stav
S8 PP

Obr. 2.4 Jeden z moZnych mechanismi aktivace ASK1 pri oxidativnim stresu. Pri oxidativnim
stresu dochazi k oxidaci TRX1 a jeho disociaci. Vazba faktorti TRAF a oligomerizace ASK1
umoznuje autofosforylaci Thr838 a jeji uplnou aktivaci (upraveno dle Hayakawa et al.,, 2012;

Saitoh et al, 1998).

2.3 Caz*-signalizace

Aktivace Ca?*-CaM dependentnich kaskad je reakci na zménu intracelularni
koncentrace vapniku, ktera je za klidového stavu udrZovana na velmi nizké hodnoté,
50-100 nM. Vapnikové kationy jsou vysoce reaktivni a dlouhodobé vystaveni jeho
vysokym davkam muze byt pro buriku letalni. Nizka koncentrace a vysoka reaktivita
vapenatych iontii jsou vlastnosti, které z nich ¢ini efektivni signaliza¢ni molekulu.
Existuje Siroké mnozstvi proteinovych pump a kandl{, které vzajemnou soucinnosti
udrzuji jeho vysoky koncentracni gradient mezi vnéjSim prostredim a cytosolem
(Berridge, 2002; Bootman et al, 2001). Z divodu nizké rozpustnosti sloucenin
vapniku, jsou jeho ucinky zprostredkovany vazbou na senzorovy protein. Mezi
nejcastéjsi primarni senzory vapnikovych kationd v cytosolu patii kalmodulin
atroponin C. Zatimco funkce troponinu C je omezena na aktivaci svalové kontrakce,
kalmodulin je spojovan s nespoctem biologickych procesi vcetné fertilizace, bunécéné

proliferace a apoptosy (Berridge et al., 2000).
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2.3.1 Kalmodulin

Kalmodulin je strukturné konzervovany protein o velikosti 17kDa, ktery
obsahuje N a C-terminalni lalok spojeny velmi flexibilnim helikalnim linkerem (viz
obr. 2.5). Tento linker umoziuje zaujmout kalmodulinu velké mnoZstvi konformaci
pii vazbé na cilové proteiny. Kazdy z téchto lalokii obsahuje tzv. EF-hand motivy,
které mohou celkové vazat az Ctyri ionty vapniku. Helixy EF-hand motivu definuji
hydrofobni kapsu bohatou na obsah methioninu a fenylalaninu, které jsou pri saturaci
kalmodulinu vapnikem exponovany do okolniho prostfedi a uCastni se vazby
s cilovym proteinem (Wilson & Brunger, 2000). Z toho dlivodu je i interakce mezi
kalmodulinem a jeho vazebnymi partnery rovnéz zavisla na poctu vazanych

kalciovych iontd (Dagher et al, 2011).

Obr. 2.5 Struktura kalmodulinu s rozliSenim 1 A. Modie jsou vyznaceny ionty vapniku. Paté
vazebné misto vzniklo v diisledku krystalovych kontaktli a neni fyziologicky relevantni. PDB

kod:1EXR (Wilson & Brunger, 2000).

Zajimavosti je i to, ze afinita CaM kvapenatym iontim (K¢ ~ 10 pM) je
v klidovém stavu pomérné nizka, ale nartstd v pritomnosti cilového substratu

(Bayley et al, 1996).
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Funké¢ni diverzita interak¢nich partnerti kalmodulinu a jeho schopnost
zaujmout rizné orientace je diikazem, Ze mechanismus regulace neni jednotny
(Hoeflich & Ikura, 2002; Tidow & Nissen, 2013). Napriklad pri studiu dynamiky apo-
kalmodulinu vroztoku by zjiSténo, Ze zaujima podobnou sérii konformaci jako
v komplexu s MCLK kinasou (Gsponer et al, 2008). Fundamentalni otazkou ale

zustava interakce mezi CaMKK2 a CaM.

2.3.2 Ca%*/CaM-dependentni signalni kaskady

Clenové CaMK rodiny se fadi mezi serin-threoninové kinasy, které rozeznavaji
konsenzualni motiv R-X-X-S/T. Jak jejich nazev napovida, jejich aktivita je zavisla na
vazbé Ca?*/kalmodulinu, ackoliv to neni vzdy pravidlem. Nékteré kinasy této rodiny
vykazuji i tzv. autonomni aktivitu podminénou jejich fosforylaci na rlznych
regulacnich mistech (Kennelly & Krebs, 1991; Pearson & Kemp, 1991; Swulius
& Waxham, 2008).

Hovorime-li o rodiné CaM kinas, je prihodné je rozdélit na dvé separované
skupiny. Prvni znich je skupina mutlifunkénich kinas, které v signalni kaskadé
aktivuji celou radu dalSich efektor(i. Druhé z nich jsou tzv. specifické CaM Kkinasy,
které maiji jediny cilovy substrat. Mezi specifické kinasy patfi napt. CaMK3 nebo
MLCK (z angl. Myosin Light Chain Kinase). Zatimco multifun¢ni kinasy svoji roli
ovliviiuji celkovy osud bunky nebo tkané, specifické kinasy maji konkrétni funkci
vramci bunky. Rozdily v typickych konsenzualnich motivech a strukturni diference
vramci konzervovanych oblasti jsou pri¢inou této substratové specificity Kennelly
& Krebs, 1991; Pearson & Kemp, 1991).

Bez ohledu na potencialné odliSné mechanismy aktivace, vSechny kinasy sdili
vysoké procento sekvencni homologie a zakladni strukturni znaky s PKA. Katalyticka
doména se typicky sklada ze dvou laloki, na ni navazuje autoinhibi¢ni segment (AID
- z angl. Auto Inhibitory Domain) a doména vazajici Ca?*-kalmodulin (CBD - z angl.
Calmodulin Binding Domain) (Tokumitsu et al, 1997). Pri bazalnich hladinach
vapenatych ionti zlistavaji CaMK v inaktivnim stavu diky dal$Sim mechanismim
autoinhibice v rdmci N-koncové regulacni domény. Mechanismus autoinhibice miize
fungovat dvojim zplisobem, bud pozménovat strukturu aktivniho centra nebo

intrastérickym mechanismem blokovat vazbu substratu (Kobe & Kemp, 1999). Vse
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nasvédcuje tomu, Ze CaMK vyuZivaji obou strategii Kennelly & Krebs, 1991; Pearson
& Kemp, 1991). Uvolnéni autoinhibi¢niho segmentu je pravdépodobné doprovazeno
sekundarni reorganizaci v aktivnim centru, nebot mutace alaninu v blizkosti
aktivacni smycky zpusobila totalni insenzitivitu viic¢i Ca2*/CaM (O’Brien et al, 2017).
Obecné schéma aktivace CaMK vazbou Ca?*/kalmodulinu je uvedeno na obr. 2.6.
Rodina multifunk¢nich kinas Ca?*/kalmodulin dependentni kaskady zahrnuje
CaMKI, CaMKII, CaMKIV a jejich aktivatory ze skupin CaMKK. Vyskyt jednotlivych
zastupcl CaMK je specificky v ramci bunécné lokalizace i tkanové. Rozsah ptlisobeni
CaMK je velmi Siroky, od regulace genové transkripce, pres apoptosu az po ucast na

rozvoji kognitivnich funkci (Swulius & Waxham, 2008).

Ca+/CaM

—
-

Inaktivni stav Aktivni stav

Obr. 2.6 Obecny mechanismus aktivace CaMK kinas na zdkladé uvolnéni autoinhibicniho
segmentu (AID) vazbou kalmodulinu. V inaktivnim stavu je aktivni misto stéricky chranéno
autoinhibi¢nim segmentem, ktery brani vazbé substratu. Pri vazbé Ca2+/kalmodulinu dochazi

k uvolnéni AID a aktivaci kinasy (Hoeflich & Ikura, 2002).

2.3.3 CaM kinasy (CAMK)

CaM kinasy zahrnuji skupinu kinas CaMKI, CaMKIV a CaMKII. Zatimco CaMKI
je Siroce rozsirena v cytosolu mnoha tkani, CaMKIV se prevazné nachazi v jadre
bunék nervové tkané, pohlavnich organt a T-lymfocyti (Soderling, 1999). CaMKII je
z divodu jeji vysoké koncentrace v mozkové tkani atraktivnim cilem v oblasti
neurologie (Yamauchi, 2005). Jeji vyznam spociva ve fosforylaci iontovych kanal
v zavislosti na fluktuaci intracelularniho Ca?* signalu. CaMKII se od ostatnich CaM

kinas odliSuje i schopnosti vytvaret velké oligomery (dodekamery), ve kterych se
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katalytické domény nachazi v tésném kontaktu pro urychleni autoaktivace (Rellos et
al,2010; Chao etal, 2011).

Specifikem kinas CaMK je nutnost vazby Ca?*-CaM pro zpristupnéni
fosforylatnich mist vramci aktivatniho segmentu (Matsushita & Nairn, 1998;
Haribabu et al, 1995). Podniceni dalsi aktivity je spojené s jejich fosforylaci
prostiednictvim primarnich ¢lankl kaskady, tedy CaMKK1 a CaMKK2 (Kitani et al.,
1997; Anderson et al., 1998).

V pripadé CaMKIV je nezbytnym predpokladem pro aktivaci autofosforylace
vramci N-koncového regula¢niho segmentu, coZ doklada jeho autoinhibi¢ni funci
(Okuno et al, 1995; Chatila et al., 1996). Zaroven ihned po aktivaci CaMKIV dochazi
k autofosforylaci Ser33? v kalmodulin vazebné doméné€, coZ zabranuje dalsi vazbé

Ca?*-CaM (Watanabe et al., 1996).

1
C-koncovy lalok

inhibitor/

Obr. 2.7 Srovndni struktury potkani CaMKI (A) a PKA (B). Obé struktury maji helikalni C-

terminalni lalok v podobné orientaci pro porovnani. Autoinhibi¢ni segment (helix-smycka-
helix) v¢etné kalmodulin vazebné domény (285-316) je vyznacen Cervené u CaMKI. P-smycka
vazajici ATP (23-36 u CaMK]I, 46-59 u PKA) je vyznacena zelené. Neusporadané strukturni

oblasti jsou vyznaceny teckovanymi liniemi (prevzato a upraveno z Goldberg et al., 1996).

CaMKIV vykazuje i tzv. Ca?*-nezavislou autonomni aktivitu, jejimz iniciatorem

je fosforylace Thr!%. Tento regulacni mechanismus je pravdépodobné nezbytny
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k pfenosu signalu do jadra bunék (Selbert et al, 1995). Analogickym zptisobem, tedy
autofosforylaci Thr?8¢, je podporena i aktivita CaMKII v hipokampu (Soderling, 1996;
Giese et al, 1998).

Na zakladé prvni krystalové struktury CaMKI je ziejmé Ze katalyticka doména
zaujima kanonickou architekturu s dvéma laloky a linkerem, vytvarejicim katalytické
misto. Autoinhibicni segment CaMKI (Cervené, obr. 2.7, str. 27) pojima dva helixy aR1
a aR2, které interaguji prostrednictvim prevazné hydrofobnich interakci s obéma
laloky katalytické domény, ¢imZ brani vazbé Mg2*-ATP i substratu (Goldberg et al,
1996). Vazba Ca?*/CaM na aR2 narusi zminénou interakci s jednim z téchto laloki
a zpristupni vazbu ATP na zakladé zméné konformace (Matsushita & Nairn, 1998).
Konformacni zména je prenesena i na helix aR1, coZ vede k uplné aktivaci CaMK.
Autoinhibi¢ni segment fyzicky chrani katalytické centrum skrze interakci s P-
smyckou CaMK, ¢imZ méni konformaci ATP-vazebného mista. Na obr. 2.7 je srovnani

autoinhibovaného stavu CaMKI s PKA v komplexu s PKI inhibitorem.

Dalsi substrdaty CaMK

CaMKI je kritickd pro dlouhodobou potenciaci, utvareni synapsi a axoni
v hipokampu prostrednictvim aktivace ERK (Davare et al., 2009). CaMKI se rovnéz
podili na exportu histondeacetylasy 5 zjadra a tim ovliviiuje vyvoj kosterniho
svalstva (McKinsey et al., 2000). Mezi dalsi substraty patfi synapsin 1 a 2 a nedavno
identifikovany placentalni transkrip¢ni faktor GCM1(Nairn & Greengard, 1987; Chang
et al, 2013). Jednim z dalSich moznych efektori je transkrip¢ni faktor CREB, kterého
CaMKIV a PKA fosforyluje na Ser!33 (Enslen et al,, 1994). Dalsi studie také potvrdily,
ze CaMKIV fosforyluje i CREB-vazebny protein, coz je aktivator mnoha dalSich
transkrip¢nich faktort (Chawla, 1998). Zminéné regulacni procesy potvrzuji rozsahly

vliv CaZ*-stimulace na regulaci exprese geni.

2.3.4 CaM Kkinasy kinasy (CaMKK)

CaMKK patii k prednim zastupciim této signdlni kaskady, které specificky
fosforyluji threonin vramci aktivacni smycky svych substatd, CaMKI (Thrl77)
a CaMKIV (Thr200) a zvysSuji tak jejich katalytickou aktivitu. CaMKK2 rovnéz

specificky reguluje AMP-aktivovanou protein kinasu (AMPK), jiZz se prisuzuje role
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v energetickém metabolismu a pfi rozvoji obezity (Hawley et al, 2005; Anderson et
al., 2008). Funkce CaMKK2 je vsak spjata s fadou dalSich procest jako napft. regulace
glukdzy, zanét, karcinogeneze a vyvoj neurologickych poruch (Racioppi & Means,
2012). Proto se o ni hovori jako o moZném cili terapeutického zasahu. Jedna se vSak
o ukol dosti naro¢ny i vzhledem k jeji rozsahlé tkanové distribuci. V urcitych tkanich
miiZze byt regulace jednim ¢i druhym smérem fatdlni pro vyvoj vjiné oblasti
organismu. ZvysSeni aktivity CaMKK2 je spojeno s karcinogenezi a naopak jeji pokles
miiZe vést k bipolarni poruse nebo schizofrenii (O’Brien et al,, 2017).

Dvé isoformy CaMKK (CaMKK1 a CaMKK2) byly v dominantnim mnoZstvi
objeveny v savéim mozku (Haribabu et al, 1995). Podobné jako ostatni zastupci
CaMK rodiny CaMKK obsahuji centralni Ser/Thr kinasovou doménu, na kterou
navazuje regulacni doména (472-500 u CaMKK2), ktera pojima autoinhibi¢ni
segment s kalmodulin vazebnou doménou (AID-CBD) (Kukimoto-Niino et al, 2011a).

Aktivacni segment predstavuje usek sekvence 330-357 (viz obr. 2.8, obr. 2.9, str. 30).

Ca?*-CaM

160 450

N $100 | S5 C
£ I KINASOVA DOMENA —t i 588

L iy

C 1433 )

B @ 1
I N -termindlni regulaéni doména l 2 Autoinhibiéni doména ; CazftaM vazebnd doména

Obr. 2.8 Schéma struktury CaMKKZ2. V obrazku jsou vyznaceny dtlezité regulacni prvky jeji

[=

struktury: N-termindlni regula¢ni segment, nezbytny pro autonomni aktivitu CaMKK2
(zelend), kinasovd doména (Sedd). C-koncovy regulacni segment zahrnujici autoinhibi¢ni
doménu (oranZova) a CaM vazebnou sekvenci (modra) blokuje vazbu substratu nebo
ovliviiuje strukturu katalytického mista pri nizkych koncentraci vapniku. DileZzita regulacni
fosforyla¢ni mista: S100 a S511 - potencidlni mista pro vazbu 14-3-3; T145 - regulace
aktivity CaMKK; S495 - regulace vazby Ca2+/kalmodulinu.

Prestoze CaMKK1 a CaMKK?2 sdili velké procento sekvencni homologie, jejich

biochemické vlastnosti jsou odliSné. Aktivita CaMKK1 je prisné regulovana
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prostrednictvim vazby Ca?*/CaM a fosforylaci aktivacni smycky (Tokumitsu et al,
2000). Oproti tomu regulace CaMKK2 je spjata s fosforylaci na rliznych mistech
molekuly, coZ rozhoduje o jeji autonomni aktivité i v nepritomnosti Ca?* stimulace
(Anderson et al.,, 1998).

Hlavni dlohu v autonomni aktivité hraje flexibilita a fosforylacni status N-
kompletni zavislost na regulaci pomoci vazby Ca?*-kalmodulinu (Tokumitsu et al.,
2001). V tomto ohledu hraje kli¢ovou roli sekven¢ni fosforylace proteinu na pozicich
Ser129, Ser133 a Ser'3” (v ramci N-koncové regulcni domény - obr. 2.8, str. 29)
Fosforylaci téchto mist zajiStuji dvé kinasy, GSK3 a CDKS5, které funguji reciprocné.
VSechna tii mista jsou konstitutivné fosforylovana za klidovych podminek u savct,
coZz vede k potlaCeni autonomni aktivity CaMKK a moZnost aktivace pouze skrze

vazbu Ca?*-CaM (Green etal.,, 2011).

N-koncovy lalok

RP insert

C-koncovy lalok

——

Obr. 2.9 Krystalovd struktura kinasové domény CaMKK2 s inhibitorem 8R4. Zluté je vyznacen
aktivacni segment (330-357). Struktura neobsahuje celou sekvenci RP insertu z diivodu

zvySené mobility v této oblasti. PDB kéd: 5UY6.

Vramci N-koncové domény se jesté nachazi dilezité autofosforylacni misto

Thr8s. K fosforylaci tohoto mista dochazi bezprotfedné po transientni stimulaci
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Ca?*/kalmodulinem, ¢imz si CaMKK2 dlouhobé udrzuje bazalni hladinu aktivity,
nezbytnou pro jeji fungovani v mozkové tkani (Scott et al., 2015). V blizkosti téchto
fosforylaCnich mist se vyskytuji vzacné bodové mutace, které jsou pravdépodobné
zodpovédné za zvySenou genetickou susceptibilitu vi¢i mnoha onemocnénim
(O’'Brien etal., 2017).

Aktivita CaMKK je dale modulovana fosforylaci na rtiznych mistech molekuly
prostrednictvim c-AMP dependentni protein kinasy PKA (Wayman et al, 1997;
Okuno et al, 2001; Matsushita & Nairn, 1999). CaMKK1 obsahuje pét PKA
fosforylacnich mist (Ser>2, Ser74, Thr108, Ser4>8 a Ser475), pricemz posledni ¢tyri z nich
maji sva analoga u CaMKK2 (Ser19, Thr14>, Ser49, a Ser>11). Fosforylace Ser#8 blokuje
vazbu Ca?*-CaM a fosforylace Thr1% ovliviiuje aktivitu CaMKK vzhledem
k substratiim CaMKI a CaMKIV (Kitani et al, 2001; Wayman et al, 1997). V nedavné
studii bylo zjiSténo, Ze AMPK zajistuje zpétnou fosforylaci CaMKK2 v regula¢nim
misté Thrl4 (u potkani formy Thr144), ¢imZ blokuje jeji autonomni aktivitu
a ponechava CaMKK2 opét zavislou na aktivaci vazbou Ca%*/kalmodulinu. Stabilizace
inaktivni konformace je patrné zprostredkovana interakci mezi C-terminalni
regulacni oblasti (vCetné AID) a N-terminalni regulacni doménou, ktera hraje
dtlezitou roli v autonomni aktivité (Nakanishi et al., 2017; Tokumitsu et al., 2001).

Kinasova doména CaMKK vykazuje zajimavé strukturni odliSnosti ve srovnani
s ostatnimi CaM kinasami. Za prvé, obsahuje flexibilni isek bohaty na aminokyseliny
Arg a Pro a Gly, zvany RP insert (204-226). Pro mnoho kinas je pri rozpoznavani
substratu rozhodujici konsenzualni sekvence, ale v pripadé CaMKK tuto cinnost
pravdépodobné nahrazuje RP usek. Jeho delece zpiisobila kompletni ztratu aktivacni
schopnosti CaMKK vzhledem k CaMKI i CaMKIV (Tokumitsu et al., 1999).

Navic z krystalové struktury CaMKK2 vyplyva, Ze C-koncovy lalok postrada
helix aD, ktery se nachazi u CaMKI i CaMKII a interaguje s AID. Namisto tohoto useku
se zde nachazi smycka B5-aE, kterd definuje hydrofébni povrch dtlezity pro vazbu
substratu (Kukimoto-Niino et al, 2011a). Tyto strukturni rozdily, spolu s odliSnou
délkou a sekvenci AID nas privadi kmySlence, Ze interakce mezi CaMKK?2

katalytickou doménou a AID miiZe byt odliSna.
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2.3.5 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 patfi do vysoce konzervované rodiny kyselych dimernich
proteini o velikosti 30 kDa (Liu et al, 1995). Tyto proteiny byly poprvé
identifikovany v roce 1967 pri izolaci savtiho mozku, kde byly dominatné
zastoupeny v cytosolu. Jejich nazev je odvozeny podle poradi frakce pfri
dvoudimensionalni DEAE celulosové chromatografii a pozice migrace na Skrobové
elektroforéze (Moore & Perez, 1967).

Doposud je znamo sedm savsich isoforem (f3,y,€,0,1,(,n) (Rosenquist, 2001;
Wang & Shakes, 1996) a dvé kvasni¢né isoformy Bmh1 a Bmh2 (van Heusden & Yde
Steensma, 2006). Postupem casu byly dalsi isoformy nalezeny i vjinych
eukaryotickych organismech, vcetné odliSnych druhi rostlin, kde bylo nalezeno az
15 raznych gent koédujicich 14-3-3 (Rosenquist, 2001).

Prvotni studie vyvolaly dojem, Ze tyto proteiny jsou hojné zastoupené
predevsSim v nervové tkani. Postupné bylo zjiSténo, Ze jejich tkanova distribuce je
velmi rozsahla, ale Ze nékteré isoformy jsou tkanové specifické (Aitken et al, 1992).
[soforma Tt byla vdominantnim mnoZstvi nalezena v T-bunikach imunitniho systému
a isoforma o (SFN/stratifin) v butikach epitelu (Leffers et al, 1993; Nielsen, 1991).

Vysoky pocet vazebnych partneri (stovky a vice) a jejich funk¢ni diverzita
svéd¢i o tom, Ze proteiny 14-3-3 ovliviiuji Sirokou skalu bunécnych procest, napf.
mitogenezi, kontrolu buné¢ného cyklu, regulaci transkripce nebo apoptosu (Masters

& Fu, 2001; Rubio et al,, 2004).
Struktura proteina 14-3-3

VSechny isoformy s vyjimkou o vytvari homo nebo heterodimery (Gardino et
al, 2006; Wilker et al, 2005). Prvni krystalografické studie odhalily, Ze struktura
isoformy (i t se sklada z deviti anti-paralelnich helixa (a1 - a9) (viz obr. 2.10, str. 33).
Dimer formuje centralni kanal (s rozsahem ~35 A a hloubkou ~20 A), ktery obsahuje
dva amfipatické ligand-vazebné zlabky lemované helixy a3, a5, a7 a a9 (Liu et al,
1995; Xiao et al., 1995). Prestoze jednotlivé isoformy sdili vysoké procento sekvencni
homologie a existuji mezi nimi minimalni strukturni alterace, li$i se napft. vzajemnou
pozici monomert v dlisledku rozdilného tihlu mezi obéma podjednotkami. Praveé tato

unikatni vlastnost umoziiuje proteinim 14-3-3 vazat ligandy rlznych tvart
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a velikosti (Yang et al, 2006). Maximalni sekvenc¢ni variabilita jednotlivych isoforem
se vyskytuje na C-konci proteinu. Prestoze vSechny znamé krystalové struktury
proteint 14-3-3 tento uUsek postradaji, hovoii se o jeho potencialni lokaci v ligand-
vazebném Zzlabku. FRET a simulace molekularni dynamiky poukazuji na schopnost
vytésnit tento segment pri vazbé fosfopeptidu (Obsilova et al, 2004; Silhan et al,
2004). Zaroven odstranéni tohoto tseku o délce 15-40 aminokyselin vedlo ke zvySeni
vazebné afinity 14-3-3C vii¢i testovanym ligandiim (Obsilova et al, 2004; Truong et

al, 2002).

Obr. 2.10 Krystalovd struktura dimeru 14-3-3y. Kazdy protomer je zobrazen odliSnou barvou.

PDB kod: 2B05 (Papagrigoriou et al., 2005).

Z toho vyplyva, Ze C-koncova oblast hraje vyznamnou roli v regulaci
interak¢nich schopnosti riiznych isoforem 14-3-3 (Obsilova et al., 2004; Silhan et al.,
2004; Truong et al.,, 2002).

Vazba ligandi

Specifikace téchto proteintli spociva v rozpoznavani konsenzualnich vazebnych
motivii obsahujici fosfoseriny nebo fosfothreoniny (Muslin et al, 1996). Prozatim

byly identifikovany tfi nejcastéjsi vazebné motivy:
Tyo [: R[S/®][+]pSXP

Typ II: RX[®/S][+]pSXP
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Typ III: pS-X1-2-COOH,

kde pS predstavuje fosfoserin (pripadné fosfothreonin), @® je aromaticka
aminokyselina, + je bazicka aminokyselina a X je jakykoliv typ aminokyseliny.
(Rittinger et al, 1999; Yaffe, 2002). Neomezena skala vazebnych ligandl 14-3-3 je
diikazem, Ze proteiny 14-3-3 rozpoznavaji i nefosforylované motivy a rizné dalsi
sekvence (Masters et al, 1999; Wang et al, 1999). Na zakladé téchto vlastnosti je
zfejmé, Ze proteiny 14-3-3 maji i afinitu k vazbé ATP a dokonce mirnou vnitfni ATP-

asovou aktivitu (Ramteke et al, 2014).

Z krystalovych struktur fosfopeptidii v komplexu s proteinem 14-3-3 vyplyva,
Ze apo-struktura se vyznamné strukturné nelisi od proteinu v komplexu. Fosfatova
skupina peptidu je stabilizovana aminokyselinovymi zbytky tvorici kladné nabity
povrch vazebného zlabku (konkrétné: Lys*%, Args6, Argl27 a Tyr128). Tyto struktury
rovnéz vysveétluji selektivitu vazebnych motivii typu I a II. Na pozici pSer +2 se
nachazi prolin, ktery umoziuje prudkou zménou priibéhu retézce peptidu. Prestoze
podobnou funkci by mohl na této pozici plnit i glycin, ukazalo se, Ze takové peptidy
jsou vazany s mizivou afinitou (Yaffe et al, 1997). Posledni typ motivu patfi k méné
Castym a tyto interakce jsou vétSinou doprovazeny nizkou vazebnou afinitou.
Nicméné tento C-koncovy motiv umoznuje vazbu nizkomolekularnich molekul, které
vyplni volny prostor vazebného Zlabku a tak interakci stabilizuji. Jednim ze znamych
stabilizacnich agens proteinovych komplexii se 14-3-3 je fytotoxin fusiccocin
(Wiirtele et al.,, 2003). Na zakladé stabilizace komplexu proteinu 14-3-3 a regulatoru
stresové odpovédi GCN1 se v nedavné dobé podarilo obnovit riist nervovych axonti in
vitro s potencidlnim vyuZitim pri regeneraci centralniho nervového systému (Kaplan

etal,2017).
Strukturni funkce proteini 14-3-3

Dlouhodobé studie proteini 14-3-3 poukazaly na jejich rozmanité funkce
vbunééném metabolismu. Na zakladé téchto poznatkl lze klasifikovat tfi hlavni

regula¢ni mechanismy proteint 14-3-3:

1) Prima konformacni zména vazebného partnera. 14-3-3 proteiny predstavuji

velmi rigidni platformu, kterd miize pozménit strukturu svych interak¢nich partnert.
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(Yaffe, 2002). Jednim z prikladli je napi. regulace serotonin-N-acetyltransferasy
(AANAT), jejiz komplex se 14-3-3 patfi mezi prvni obeznamené struktury (Obsil et al,
2001). Afinita toho enzymu viici serotoninu je pomeérné nizka a vzrlistd az po
fosforylaci a vazbé proteinu 14-3-3. Z krystalové struktury vyplyva, Ze AANAT je
pevné ukotvena v centrdlnim kanalu skrze rozsahlou sit vazeb, jimZ dominuji
interakce s obéma ligand-vazebnymi zlabky (obr. 2.11 A, str. 36). Vazba 14-3-3
vtomto pripadé indukuje konformacni zmény katalytického centra pro optimalni
vazbu substratu (Obsil et al, 2001; Ganguly et al, 2001). Mezi dalsi priklady regulace
enzymové aktivity patfi regulace kvasnicného enzymu neutralni trehalasy (Nth1),
jehoZ struktura s kvasnicnym proteinem 14-3-3 byla nedavno objasnéna v nasi

laboratofi (viz obr. 2.11 B, Alblova et al., 2017).

2) Maskovdni signalizacnich sekvenci molekuly. Proteiny 14-3-3 mohou fyzicky
chranit nékteré signalni sekvence nebo postranslacni modifikace proteinti urcujici
jejich subcelularni lokalizaci. Jako priklad lze zminit rodinu transkrip¢nich faktori
FOXO (z angl. Forkhead-box transcription factor Q). Proteiny 14-3-3 ovliviiuji
bunécnou lokalizaci FOXO v zavislosti na maskovani jejich jaderné signalni sekvence.
Ve srovnani s predchozim pripadem se vSak zda, Ze dimer 14-3-3 pouze stéricky
chrani DNA vazebné rozhrani, aniz by zpisoboval rozsahlejsi konformacni zmény

proteinu FOX04 (Obsil et al.,, 2003; Silhan et al., 2009).

3) Adaptorovd funkce. Dimerni struktura proteini 14-3-3 nas nabada
k mySlence, Ze tyto proteiny mohou fungovat i jako adaptorové proteiny. Kazdy
z protomerti vaZe dvé proteinové molekuly tak, aby se dostaly do vzajemné proximity
za UcCelem tvorby komplexu a jejich aktivace. Prikladem mitZe byt stabilizace
tetrameru p53 skrze vazbu 14-3-3 do mista v nestrukturované oblasti nebo tvorba
ternarniho komplexu mezi (3-kateninem a nuklearnim proteinem Chibby (Waterman
et al, 1998; Yang et al, 2003; Takemaru et al, 2009). V neposledni rad€ 1ze zminit
funkci 14-3-3 vregulaci florigenu Hd3a, ktery napomaha jeho translokaci do jadra

a tvorbé ternarniho komplexu s (Os)FD1 transkrip¢nim faktorem (Taoka et al,, 2011).

Z krystalovych struktur komplexti AANAT a Nth1 se 14-3-3 proteiny je zfejmé,

Ze vazebné stechiometrie a interak¢ni povrch mezi proteiny je rozmanity (viz obr.
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2.11). Navzdory velkému poctu vazebnych partnerd se prozatim podarilo ziskat jen

4 struktury s vysokym rozliSenim (Obsil et al, 2001; Ottmann et al., 2007; Taoka et
al,2011; Alblovaetal.,, 2017).

Ry, S

‘4
\\'

-

Obr. 2.11 A - Krystalova struktura dimeru 14-3-3 (Cervené) se dvéma molekulami AANAT
(zluté) v centrdlnim kanalu. PDB koéd: 1IB1 (Obsil et al, 2001). B - Krystalova struktura
komplexu neutralni trehalasy 1 (modre) skvasnicnym Bmh1l (Cervené) s vazebnou
stechiometrii Nth1:Bmh1 1:2. Zelené je vyznacen ion Ca2+ ve vapnik-vazajici doméné. PDB

kod: 5N6N (Alblova et al, 2017).

Problémy s krystalizaci téchto komplex patrné tkvi i vtom, Ze velkd cast
interak¢nich partnerti obsahuje velké mnoZstvi nestrukturovanych oblasti nebo se
jedna o nizkoafinitni komplexy, jejichZ interakce jsou velmi dynamické. NasStésti
v téchto pripadech vyuzivime komplementarnich technik (napt. SAXS, H/D vyména,
kryo-EM), které nam pomahaji alespon castecné odhalovat stale nové regulani

mechanismy téchto vSestrannych proteint.

2.3.6 Interakce mezi CaMKK a proteinem 14-3-3

Aktivita CaMKK2 je primo modulovana prostrednictvim fosforylace na
raznych mistech molekuly. Tento efekt miize byt jeSté vice posilen interakci

s proteinem 14-3-3. V ramci interakce CaMKK1 se 14-3-3 byly identifikovany dva
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potencialni konzervované motivy pro vazbu 14-3-3, Ser74 (Ser100 u CaMKK2) a Ser#75
(Ser>1t u CaMKK2). Ze studii vsak vyplyva, Ze Ser4’> je mozné fosforylovat jen
parcialné a pouze v pritomnosti Ca?*/kalmodulinu (Davare et al, 2004; Okuno et al.,
2001). Vazba proteinu 14-3-3 miZe regulovat CaMKK dvojim mechanismem. Protein
14-3-3 miiZe chranit regulacni fosforylacni misto (Thrl%8) pied defosforylaci, coz
udrZuje kinasu v jejim inhibovaném stavu (Davare et al, 2004). Ichimura et al.
naznacil, Ze inhibi¢ni mechanismus muiZe byt zaloZen i na sniZzeni maximalni rychlosti
enzymatické reakce (Vmax) CaMKK1 (Ichimura et al, 2008). Cilem naseho vyzkumu je
ovérit, zda CaMKK2 vyuZiva podobné nebo kompletné odlisSné regulacni mechanismy

pii vazbé proteinti 14-3-3.
2.3.7 Interakce mezi CAMK a Ca?+/CaM

Mechanismy regulace rtznych kinas skrze vazbu kalmodulinu jsou pomérné
rozmanité. Vazebné motivy kalmodulinu jsou casto klasifikovany na zakladé
vzdalenosti hydrofébnich rezidui peptidu ucastnicich se vazby. Na zakladé toho
rozliSujeme napt. 1-14, 1-5-10 nebo 1-17 vazebné motivy, které dokladaji pestrost
mechanismii interakce mezi kalmodulinem a jeho substraty (Tidow & Nissen, 2013;
Osawa et al, 1999). Mechanismus aktivace, ptri kterém se globularni domény
kalmodulinu ovinou kolem AID a narusi tim interakci mezi AID a kinasovou doménou
byl pozorovan napi. mezi CaMKIl a CaM. Vazba kalmodulinu na autoregulani
segment CaMKII (296-316) indukuje novy helix na C-konci, ktery je pevné ponoren
v hydrofébni kavité struktury Ca?*/CaM (Rellos et al.,, 2010).

Zplisob regulace, ve kterém dochazi kpifimym kontaktim s kinasovou
doménou byl pozorovan zatim u jediné kinasy, DAPK. Vtomto pripadé molekula
kalmodulinu zaujima otevrenéjsi konformaci, kde obé globularni domény interaguji
s kinasovou doménou a sniZuji tak pristupnost aktivniho centra. Tato struktura se
odliSuje i od krystalové struktury peptidu autoregulacni domény DAPK
s kalmodulinem, ktera zaujima mnohem kompaktnéjsi tvar (de Diego et al, 2010).
Z toho je zrejmé, Ze kompaktni struktura s peptidem neni fyziologicky relevatni,
nebot pri interakci sintaktnim proteinem dochazi k dalSim sterickym branénim
s molekulou kalmodulinu. NMR struktura komplexu peptidové sekvence CaMKK1

CBD s kalmodulinem (Osawa et al, 1999) rovnéZ potvrzuje, Ze orientace peptidu vici
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globularnim doménam kalmodulinu je jina neZ v pripadé MCLK a CaMKII (Ikura et al,
1992; Meador et al, 1992; Rellos et al, 2010). Vazebny peptid zaujima vici
kalmodulinu nezvyklou paralelni orientaci (neboli N-konec kalmodulinu a peptidu ve
vzajemné interakci). Struktura tohoto komplexu rovnéz vypovida o unikatni pozici
klicovych hydrof6bnich aminokyselinovych zbytki peptidu, které jsou vzajemné

separovany poctem 14 rezidui (Osawa et al.,, 1999).
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3 CiL PRACE

Hlavnim cilem této prace disertacni prace bylo studium regulacnich
mechanismi dvou dtleZzitych proteinkinas, ASK1 a CaMKK2. V ramci projektu ASK1
bylo nasim hlavnim cilem pochopeni jeji regulace prostfednictvim thioredoxinu
v redukénim prostredi a pti oxidativnim stresu. Vzhledem k nedostatku strukturnich
informaci ohledné thioredoxin-vazebné domény bylo dalSim zdmérem i jeji
strukturni charakterizace. Vramci projektu CaMKK2 nas zajimala predevSim
identifikace vazebnych oblasti proteinu 14-3-3 a mechanismus inhibice. Z
dosavadnich studii ostatnich CaMK jsme =ziskali dalSi podnéty pro studium
mechanismu aktivace CaMKK2 prostirednictvim Ca?*/kalmodulinu. Konktrétni cile

byly nasledujici:
Proteinkinasa ASK1 a TRX1

1) Priprava thioredoxin-vazebné domény ASK1 ve stabilni a rozpustné formé
2) Biofyzikalni charakterizace interakce ASK1 s TRX1 za redukujicich
a oxidujicich podminek s vyuZzitim cilené mutageneze
3) Mapovani vazebného rozhrani komplexu
4) Strukturni charakterizace samotné domény i jejtho komplexu s TRX1

5) Charakterizace oxidovaného stavu ASK1 a jeji role pri interakci
CaZ*/kalmodulin dependentni kinasa kinasa 2

1) Priprava konstruktu inaktivni CaMKK2 (zahrnujici vazebna mista pro 14-3-3y
i kalmodulin) v rozpustné a stabilni formé

2) Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexu CaMKK2:14-3-3y

3) Uloha proteinu 14-3-3 p¥i inhibici CaMKK?2

4) Strukturni charakterizace komplexu CaMKK2: Ca?*/kalmodulin

5) Navrh mozného mechanismu inhibice a aktivace CaMKK2
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4 METODY A MATERIAL
4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

1,4- dithiothreitol (DTT)
B-merkaptoethanol (BME)
B-glycerolfosfat

agarosa GTQ

ampicilin

akrylamid

azid sodny

bis-akrylamid

bromfenolova modr
Coomassie Brilliant blue R 250
dihydrat ethylendiamintetraoctanu
disodného

DNA oligonukleotidy
dodecylsiran sodny (SDS)
DTNB

ethanol
fenylmethylsufonylfluorid (PMSF)
formaldehyd

GelRed

Gene Ruler 1 kB DNAladder
glycerol

glycin

guanidin-hydrochlorid
hexahydrat siranu nikelnatého
hydroxid sodny

chloramfenikol
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Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko
LKB Bromma, Svédsko

Lachema, s.r.o, CR

Generi Biotech, s.r.o., CR
Carl Roth GmbH, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
PENTA - Ing. Petr Svec, CR
Carl Roth GmbH, Némecko
LACH-NER, s.r.o., Ceska republika
New England BioLabs, USA
Fermentas, Kanada
PENTA - Ing. Petr Svec, CR
Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko
PENTA - Ing. Petr Svec, CR
LACH-NER, s.r.o, CR
Sigma-Aldrich, USA



imidazol
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
kanamycin

isopropylalkohol

kyselina borita

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

Loading-Dye

Luria-Bertani (LB) agar
Luria-Bertani (LB) médium

lysozym

methanol

mix deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP)
peroxodisiran amonny (APS)

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase
PKA (c-AMP dependentni protein kinasa)
Phe-sefar6za CL4B

Phos-tag

PP1

restrikéni enzymy

Sypro Orange (5000x konc.)
tetraethylendiamin (TEMED)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

4.1.2 Pristroje

15T solariX

3505 pH Meter
horizontalni elektroforéza
centrifuge 5418

elektricky varic
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Carl Roth GmbH, Némecko
EMD Biosciences, Inc., Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Genomed, Némecko
LACH-NER, s.r.o, CR

PENTA - Ing. Petr Svec, CR
PENTA - Ing. Petr Svec, CR
New England BioLabs, USA
Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko
SERVA Electrophoresis GmbH,
Némecko

PENTA - Ing. Petr Svec, CR
Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Stratagene, USA

Promega, USA

Amersham Biosciences, USA

Wako Pure Chemical Corp., Japan

Sigma-Aldrich, USA
Fermentas, Kanada
Sigma-Aldrich, USA
Carl Roth GmbH, Némecko
Carl Roth GmbH, Némecko

Bruker Daltonics, Billerica, USA
Nova Capital Ltd, UK
Sigma-Aldrich, USA

Eppendorf, Némecko
Eta, Ceska republika



excitacni Ti:safirovy laser

fotonasobi¢ MCP-PMT

FPLC- AKTA

Chirascan™-plus

J-810 spektropolarimetr
laboratorni vahy HF-200g
LightCycler 480 II

Peristalticka pumpa
ProteomLab™ XL-I

Sigma 8K Floorstanding Refrigerated
Centrifuge

spektrofotometr Agilent 8453
Termoblok

termocykler Mastercycler Personal
termostat BT 120M
transiluminator UVT-14M
trepacka Gallenkamp Orbital Incubator
trepacka Multitron

Ultrasonic Processor

vodni lazen

vertikalni elektroforéza

vortex RX3

zdroj napéti pro elektroforézu

zarizeni pro méreni rozptylu svétla

4.1.3 Ostatni material

automatické pipety

dialyza¢ni mebrana (typ 27/32)
Escherichia coli BL21(DE3)
Escherichia coli DH5a(TOP10)
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Chameleon Ultra Il a Pulse Picker HP,
Coherent

R3809U-50, Hamamatsu
Amersham Biosciences, Svédsko
Applied Photophysics, Velka Britanie
Jasco, Japonsko

And, USA

Roche Applied Science, Némecko
IDEX Health&Science SA, Svycarsko
(Beckman Coulter, USA)

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Némecko

Agilent Technologies, USA

Grant, UK

Eppendorf, Némecko

Laboratorni p¥istroje, CR

Herolab GmbH, Némecko

Gemini BV, Holandsko

Infors AG, Svycarsko

ColeFarmer, USA

Memmert GmbH, Némecko

Bio-Rad Laboratories, USA

Velp Scientifica, Italie

Consort E143, Belgie

ALV GmbH, Némecko

Eppendorf, Némecko

Carl Roth GmbH, Némecko
Stratagene, USA
Stratagene, USA



Escherichia coli BL21 (DE3)

filtry Spartan 13/0,45 RC

filtry UG1 a BG40

Gene]ET Gel extraction kit
Gene]ET PCR purification kit
Gene]ET Plasmid Miniprep kit
Chelating Sepharose Fast Flow
kolona Hiload 26/60 Superdex 75 pg
kolona Superdex 200 (10/300 GL)
kolona Superdex 75 Increase
kolona pro afinitni chromatografii
kolona na reverzni fazi

kolona Peptide Microtrap
koncentratory Amicon Ultra
Zeba™ Spin Desalting Column

kremenné kyvety

mikrozkumavky
nylon mebrane filters 0,45 um

plasmid pET-15b

Stratagene, USA

GE Healthcare, USA
Thorlabs

Thermo Scientific, Litva
Thermo Scientific, Litva
Thermo Scientific, Litva
GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Agilent technologies, USA
Optimize technologies, USA
EMD Millipore, USA
Thermo Scientific, Litva
Lightpath Optical Ltd., UK
Starna, USA

Eppendorf, Némecko

GE Healthcare, USA
Novagen, USA

plasmid pRSFDuet-1
plasmid pQE-30

dar od Dr. Evzena Bouri, NIH, USA
dar od Katji Becker, Justus Liebig
Universitat, Giessen, Némecko
strikacky Chirana T. Injecta, a.s., Slovensko

plastové zkumavky Carl Roth GmbH, Némecko

V nasledujici sekci se zamérim na metody a presny popis experimentd, které jsem
provadéla osobné nebo se vénovala pripravé vzorkd a vyhodnocovani dat. V sekci
vysledky budou okrajové zminény veSkeré experimenty, které jsou soucasti

uvedenych publikaci a jsou nezbytné k objasnéni vyplyvajicich skute¢nosti.
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4.2 Exprese a purifikace proteinu

Priprava proteinu in vitro pomoci rekombinantni exprese a nasledné
purifikace zahrnuje nékolik dil¢ich etap. Obvykla strategie je navrzeni vice expresnich
konstrukti v podobé cirkularni plasmidové DNA, které jsou testovany za rdznych
podminek exprese (teplota, doba inkubace, typ bakterii). Nasleduje vhodné zvolena
série chromatografii s cilem ziskat protein v optimalnim mnozstvi a Cistoté. Plasmidy
se vzajemné lisi fuzni znackou, ktera je potrebna jednak pro izolaci proteinu ze smési
vSech bakteridlnich proteinli, ale zaroven miuze pozitivné ovliviiovat stabilitu
arozpustnost proteinu v pribéhu exprese i purifikace. Mezi dalsi strukturni prvky
urcujici typ plasmidu patii promotor, selekéni marker pro antibiotikovou rezistenci
a klonovaci misto. Klonovaci misto obsahuje fadu rozpoznavacich sekvenci pro tzv.
restrikéni endonukleasy, jejichZ schopnosti vyuzivame pri vloZeni kyZeného genu do
daného vektoru. Jedna se o kratké palindromické sekvence, pri jejichZ Stépeni dochazi
k tvorbé komplementarnich presahi.

Typ promotoru urcuje miru exprese daného proteinu. V pripadé inducibilni
exprese fizené T7 promotorem je syntéza T7 RNA polymerasy i proteinu aktivovana
az po vazbé isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) na lac represor v oblasti lac
operatoru. Tento mechanismus brani predcasné vyrobé proteinu pri vysoké teploté
v masivnhim mnoZstvi a jeho ukladani ve formé nerozpustnych inkluznich télisek.
V nékterych pripadech je proto vhodné volit systém, ktery funguje na bazalni expresi.
Takové podminky nabizi napt. plasmid pST39, ktery se nachazi v nizkém poctu kopii
a pred kazdym klonovacim mistem je zabudovana sekvence translatniho enhanceru
pro dosaZeni vysoké hladiny exprese. Pomala exprese proteinu bez indukce
prostrednictvim IPTG podporuje jeho spravné sbaleni a tedy i zvySeni celkového
vytezku (Tan, 2001). V nékterych pripadech je inducibilni exprese zajiSténa kultivaci
ve specialnich autoindukcnich médiich. V médiu se vyskytuje takovy pomér laktosy
a glukosy, aby bakterie zacaly vyuzivat laktosu az v urcité fazi rastového cyklu,
zpravidla jiZ pri sniZené teploté, vhodné pro expresi proteinu (Studier, 2005).

Amplifikace genového useku DNA obsahujicich na koncich vybrana restrikéni
mista byla provedena pomoci polymerazové retézové reakce. Produkty PCR byly

nasledné analyzovany pomoci horizontalni agar6zové elektroforézy a preciStény
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pomoci gravita¢nich kolon. Sekvence téchto usekili i cilového vektoru bylo nutné
Stépit odpovidajicimi restrikénimi endonukleasami. Linearizovany plasmid i Stépeny
PCR usek byly separovany pomoci DNA elektroforézy a zény odpovidajici velikosti
byly zgelu extrahovany. Nasledné probéhlo jejich precisténi prostrednictvim
komerc¢né dostupnych kitli. Pripravené produkty obsahujici komplementarni useky
restriknich mist byly inkubovany v prostredi enzymu T4 ligasy, ktery katalyzuje
tvorbu fosfodiesterové vazby a vznik rekombinantniho plasmidu. Vysledné vektory
byly prenesy do bakterii E. coli DH5a-TOP10 pomoci transformace teplotnim Sokem.
Kultury byly inkubovany pres noc v LB médiu pri 37 °C a z nich izolovana DNA byla

ovérena pomoci Sangerovy metody sekvenace.

Mutantni formy studovanych proteini byly ptipraveny dle protokolu od
spolecnosti Stratagene (QuickChange™ site-directed mutagenesis Kkit, Stratagen,
USA). Postup zahrnuje ¢tyri faze (viz obr. 4.1, str. 46) :

1. navrZeni komplementarnich oligonukletidii nesoucich danou mutaci
2. polymerazova retezova reakce v prostiedi Pfu Ultra polymerasy, ktera vede

k tvorbé nové mutantni plasmidové DNA, avsak prerusené v misté koncl

primerd.

3. inkubace s enzymem Dpnl, ktery specificky rozpoznava a Stépi pouze
templatovou methylovanou DNA
4. vneseni mutantniho plasmidu do bakterii pomoci transformace, kde dochazi

k jeho uzavreni a namnoZeni

Jedinou proménnou v programu PCR byla teplota nasedani primerd, ktera v pripadé

mutaci ASK1 a TRX1 byla 51 °C.
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PFiprava nového fetézce DNA s bodovou mutaci:
@', 1. Teplotni denaturace DNA templatu
} 2. Nasedani primerU se zavedenou mutaci
@ 3. Elongace fetézce
}
@ ' ' 4. Stépeni matetské DNA enzymem Dpn |
}

5. Transformace mutantniho plazmidu do
kompetentnich bunék DH5a-TOP10

Obr. 4.1 Schéma postupu pro cilenou mutagenezi. Prevzato a upraveno dle

<https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/200523.pdf>.

Expresni konstrukty lidské thioredoxin vazebné domény ASK1 kinasy (ASK1-
TBD), tryptofanové mutanty a mutant C250S byly p¥ipraveny Dr. Lenkou ReZabkovou
a Dr. Veronikou ObSilovou. Expresni konstrukt lidské CaMKK2 a jeji mutantni formy,
vCetné inaktivniho mutantu, byly pripraveny Mgr. Olivii Petrvalskou, Dr. Veronikou
Obsilovou a Mgr. Danou Kalabovou. Pripadny dopad mutageneze na zménu struktury
proteini byl ovéfen mérenim jejich teplotni stability pomoci diferen¢ni skenovaci
fluorimetrie (viz kap. 4.3.6, str. 66).

Izolovana DNA byla do expresniho kmenu bakterii vnesena pomoci
transformace a buiiky byly naneseny na agarové misky. Kultura z agarovych misek
byla inokulovana do 5 ml LB-média a inkubovana na trepacce pri 37 °C a 200 ot/min
pres noc. Z miniprepu byly dale pripraveny glycerolové zasobni roztoky, které lze
zmrazit pri -80°C a opakované vyuzit k inokulaci média. Tyto roztoky byly pripraveny
smisenim 800 pl miniprepu a 300 pl sterilniho glycerolu.

Pro velkoobjemovou expresi proteinii byl ve vSech pripadech pouzit expresni
kmen bakterii E. coli BL21(DE3). Pri inducibilni expresi byla vZdy pouZivana fixni
koncentrace IPTG (0,5 mM). Exprimované proteiny byly dale purifikovany v nékolika
krocich. V prvni fazi byly bakterialni kultury centrifugovany na centrifuze Sigma 8K
(Sigma Laborzentrifugen, Némecko - max. 6x1800g) pri 3200 ot/min, 4 °C a po dobu
20 minut. Pelety bunék byly resuspendovany v lyzacnim pufru se sloZenim 1x PBS, 1M
NaCl, 4mM (3-ME a 2mM imidazol (150 ml na 31 bunécné suspenze). Pro efektivni lyzi

bunék byla smés inkubovana s lysozymem o konecné koncentraci 100 pg.ml-! po dobu
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15-30 minut. Pred sonikaci ultrazvukem byl ke smeési pridan 0,1M roztok PMSF
(inhibitor serinovych proteas) do kone¢né koncentrace 1 mM. Celkovy cas sonikace
byl stanoven podle objemu bakteridlni suspenze, nejcastéji na 10-15 minut. Po
kratkych tri-sekundovych impulzech nasledovala pauza sedmnact sekund, aby
nedochazelo k priliSnému zahrivani smési. Sonikat byl centrifugovan po dobu 40 min
pri 13500 ot/min) a 4°C (centrifuga Hermle Z323K, Hermle Labortechnik GmbH,
Némecko - max. 15000 ot/min). Pro dal$i purifika¢ni krok byl pouzit pouze

supernatant obsahujici smés vSech rozpustnych proteinfi.

SloZeni 10 x PBS pufru (pH upraveno na 7,4): 1,37M NaCl; 27mM KCI; 100mM
NazHPO4; 18mM KH2P04

Ve vSech pripadech kromé purifikace kalmodulinu (CaM) byla kizolaci
rekombinantniho proteinu pouzita niklova chelata¢ni chromatografie. Chelata¢ni
matrice s vazanymi ionty niklu specificky interaguje s postrannimi zbytky histidinové
kotvy (motiv Sesti histidini vtadé), hojné vyuZzivané fazni znacky v oblasti
molekularni biologie. Mala velikost, hydrofilni charakter a flexibilita této sekvence
pozitivné ovliviiuje stabilitu a rozpustnost proteinu. Mozny dopad této fuzni sekvence
na funkci proteinu byl zaznamendan jen ojedinéle a z toho divodu je mozné ji pro
nékteré studie v sekvenci proteinu zanechat.

Na kolonu bylo naneseno 3ml sepharosy ,Chelating Sepharose Fast Flow“ (GE
Healthcare, USA), kterda byla nabita 0,1M roztokem siranu nikelnatého. MnoZstvi
sepharosy se liSi v zavislosti na oCekavaném vytezku, pricemz vazebna kapacita se
pohybuje kolem 5 mg.ml! nosice. Na kolonu bylo dale aplikovano malé mnoZstvi
nanaSeciho pufru a sonikat. Ke zvySeni ucinnosti vazby proteinu byla v nékterych
piipadech smés sonikdtu a sepharosy inkubovana na ledu po dobu 30 min. Kvili
odstranéni nespecifickych interakci byla kolona promyta 350 ml promyvaciho pufru.
Z divodu precipitace proteinii v pritomnosti imidazolu byl protein pii eluci ihned
redén do dialyza¢niho pufru v poméru 1:2. Protein byl vymyvan pufrem s obsahem

600mM imidazolu.
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SloZeni nandseciho pufru: 1x PBS; 0,5M NaCl; 2ZmM 3-ME; 1mM imidazol
SloZeni elu¢niho pufru: 1x PBS; 0,5M NaCl; 2ZmM (3-ME; 0,6M imidazol (pH 8,0)
Promyvaci pufr byl pripraven redénim elu¢niho pufru nanaSecim pufrem v poméru

1:9. SloZeni 10 x PBS pufru viz str. 47.

Cistota a integrita proteinu byla kontrolovdna pomoci elektroforetické
separace v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) - SDS-PAGE. Koncentrace
polyakrylamidu v pouZivanych gelech byla 12% (w/w) nebo 15% (w/w). SloZeni
roztoki a gelli potiebnych k SDS-PAGE je uvedeno v tab. 4.1-4.6 (str. 48-50). Vzorky
byly miseny se vzorkovacim pufrem v poméru 4:1. Elektroforéza probihala pti napéti
200 V po dobu 45 min. Proteiny byly vizualizovany zahratim gelu v barvicim roztoku.
Postup pripravy barviciho roztoku byl nasledujici: 60-80 mg Coomassie Brilliant Blue
R250 bylo rozpousténo v 11 vody po dobu 3 hod a poté byla do roztoku pridana HCl
do konecné koncentrace 35 mM. Nasledné odbarveni bylo provedeno zahratim gelu

v destilované vodé.

Tab. 4.1 SloZeni 4xpufru pro separacni gel

latka odméreny objem
2M Tris-HCl, pH 8,8 75 ml
10% SDS (w/v) 4 ml
destilovana voda do 100 ml

Tab. 4.2 SloZeni 4x pufru pro zavddéci gel

latka odméreny objem
1M Tris-HCI, pH 6,8 50 ml
10% SDS (w/v) 4 ml
destilovana voda do 100 ml
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Tab. 4.3 SloZeni 10x pufru pro elektroforézu (pred pouZitim nutno 10x naredit)

latka odmérené mnozstvi
Tris-base 30g
glycin 144 g
SDS 10g
destilovana voda do1ll

Tab. 4.4 SloZeni 5x pufru pro pripravu vzorku (vzorkovaci pufr)

Tab. 4.5 SloZeni separacniho gelu pro SDS-PAGE

latka odméreny objem
1M Tris-HCI, pH 6,8 0,6 ml
50% glycerol (w/v) 5ml
10% SDS 2ml
B-merkaptoethanol 0,5 ml
1% bromfenolova modr 1 ml
destilovana voda do 10 ml
12% gel 15% gel

latka

odméreny objem odméreny objem

akrylamid/bis-akrylamid

4x pufr pro separacni gel (+10% SDS)
destilovana voda

10% (w/v) persulfat amonny (APS)
TEMED

3ml 3,75 ml
2 ml 2 ml
2,6 ml 1,85 ml
45 ul 45 ul
5ul 5ul
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Tab. 4.6 SloZeni zavadéciho gelu pro SDS-PAGE

latka odméreny objem
akrylamid/bis-akrylamid 0,5ml
4 x pufr pro zavadéci gel (+ 10% SDS) 1 ml
destilovana voda 2,25 ml
10% (w/v) persulfat amonny (APS) 45 ul
TEMED 5ul

V dals$i fazi nasledovalo odstépeni fuzniho partnera prostfednictvim TEV
proteasy. Stépeni probihalo pii 30 °C po dobu 1-2 hod, pfipadné jesté pies noc pri
4 °C. Na 1 mg proteinu bylo pouZito 250 U TEV proteasy. Kompletni odstépeni fuzni
kotvy bylo ovéreno pomoci SDS-PAGE.

Proteiny byly pred provedenim dalSich typi FPLC chromatografie
koncentrovany pomoci centrikoni Amicon Ultra (EMD Millipore, USA) na centrifuze
Eppendorf 5804 R pti 2500 ot/min a teploté 4 °C.

lontové vyménna chromatografie je dalSim vhodnym purifikatnim postupem,
pokud se pl studovaného proteinu nachazi v kyselé nebo bazické oblasti. Protein
nachazejici se v prostredi s pH alesponi o dvé jednotky vyssi neZ je jeho pl obsahuje
vysoké procento zaporné nabitych skupin. Z toho diivodu miiZe dojit k jeho ucinné
separaci na koloné obsahujici iontoméni¢ Q-sefarézu (GE Healtcare, USA) nesouci
kvarterni amoniové ionty. Vramci této prace byla aniontova vymeéna pouZita pri
purifikaci proteinu 14-3-3y, jehoZ pl je 4,85.

Gelova permeacni chromatografie separuje proteiny na zakladé jejich
hydrodynamického poloméru a velikosti. Je tedy nezbytnou soucasti purifikace,
protoZe jediné tak lze ucinné odstranit proteinové agregaty. Pevnou fazi
chromatografické kolony je dextran vazany na zesitovanou agarosu o ruzné velikosti
pord, zndmy pod komer¢nim nazvem Superdex. Vybér typu matrice se odviji od
velikosti studovaného proteinu. Cislo uvedené za nazvem Superdex udava maximaln{
relativni molekulovou hmotnost castic viadech 1000, ktera je na koloné jeSté

zadrzovana. Dal$im volenym parametrem miiZe byt i objem kolony, pricemz vétsi
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objem zajistuje lepsi separacni schopnost. Na takové kolony lze také nanaset vétsi
mnoZstvi vzorku, a proto se pouzivaji i pti purifikaci proteinti s vysokym vytézkem.

lontové vyménna a gelovad permeacni chromatografie byly provedeny na
pristroji FPLC-AKTA (Amersham Biosciences, Svédsko). Cistota a integrita proteinu
v jednotlivych frakcich byla ovérena provedenim SDS-PAGE.

Frakce obsahujici protein s uspokojivou cistotou byly slouCeny a proteinova
koncentrace byla stanovena spektrofotometricky pri 280 nm. Teoreticka hodnota
molarniho absorpcniho koeficientu byla vypocitana na zakladé primarni struktury
pomoci volné dostupné webové aplikace  Protparam. Dostupné z

<http://web.expasy.org/protparam/>.

4.2.1 Exprese a purifikace ASK1-TBD

Pro experimenty byly na zdkladé predikce sekundarni struktury navrzeny
razné kratSi verze N-terminalni domény ASK1, ale optimalni vytézky a Cistotu
prinesla pouze exprese a purifikace konstruktu ASK1 88-302. Gen lidské formy
ASK1-TBD (sekvence 88-302 zahrnujici ¢ast TRX1 vazebné domény) byl zaklonovan
do expresniho plasmidu pST39 mezi Xbal a BamHI mista, jehoZ expresi v bunikach byl
ziskan fuzni protein s C-termindlni histidinovou kotvou. Transformovana kultura
byla prenesena do 5 ml LB média a inkubovana pres noc pri 200 ot/min a 37 °C.
Kazdy miniprep byl prenesen do 11 TB média a exprese probihala pri 25 °C a 190
ot/min po dobu 24 hod. Protein byl izolovan pomoci sonikace a niklové chelata¢ni
chromatografie. Vzhledem k tomu, Ze protein nesnesl vysoké koncentrace imidazolu,
byl okamzité redén do pufru na gelovou filtraci (20mM Tris (pH 7,5), 1mM EDTA,
0,5M NaCl, 10% (w/v) glycerol, 5mM DTT). Gelova permeacni chromatografie byla
provedena na koloné Hiload 26/60 Sup 75 (GE Healthcare, USA). Nasledné byl
protein dialyzovan do pufru stejného sloZeni, s vyjimkou nizsi koncentrace NaCl

(0,2M).
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4.2.2 Exprese a purifikace TRX1

DNA konstrukt mutantni verze lidského thioredoxinu TRX1 C73S s N-
terminalni histidinovou kotvou v plasmidu pQE-30 byl ziskan darem od Dr. Katji
Becker (Justus-Liebig-Universitat, Giessen, Némecko). Mutace cysteinu 73 na serin
byla provedena scilem potlacit kovalentni dimerizaci TRX1 pfi vysokych
koncentracich. Je znamo, Ze tato mutace nema dopad na katalytickou aktivitu TRX1.
TRX1 s N-koncovou histidinovou kotvou byl rovnéZz exprimovan v bunkach E. coli
kmen BL21(DE3) prostrednictvim IPTG indukce pri 30 °C a 190 ot/min po dobu 17
hod. Izolace proteinu probihala standardnim zpiisobem pomoci sonikace a niklové
chelata¢ni chromatografie. Protein byl preveden do pufru 20mM Tris (pH 7,5), 1mM
EDTA, 200mM NacCl, 10% (w/v) glycerol, 5mM DTT provedenim gelové permacni
chromatografie na koloné Sup 75 10/300 GL (GE Healthcare, USA).

4.2.3 Exprese a purifikace CaMKK2

DNA oblast kédujici lidskou CaMKK2 (93-517) byla zaklonovana do plasmidu
pRSFDuet-1 (Novagen) mezi BamHI a Notl mista. Upraveny plasmid s N-koncovym
GB_1 proteinem znacenym histidinovou kotvou a Stépnym mistem pro TEV proteasu
byl ziskan darem od Dr. EvZena Boufi (Institute of Organic Chemisty and
Biochemistry AS CR, Prague, Czech Republic).

Vzhledem kcetné proteinové degradaci mutantni varianty CaMKK2 byl
ptivodni purifikacni protokol optimalizovan. Nejlepsi vysledky poskytla exprese
v autoindukcnich médiich ZY. Celkova doba kultivace nepresahovala dobu 17 hod, pro
zajiSténi kvality a integrity proteinu. Teplota byla sniZena po 4 hod inkubace pti 37 °C
na 20 °C. Protein byl dale izolovan pomoci sonikace a niklové chelatacni
chromatografie. Eluat byl redén dialyza¢nim pufrem (50mM Tris (pH 8,0), 0,5 M Na(l,
4mM -ME, 4mM EDTA and 10% (w/v) glycerol) v poméru 1:2. Protein byl pres noc
dialyzovan a nasledné Stépen pomoci TEV proteasy po dobu 1 hod pfti 30 °C. Protein
byl dale purifikovan prostrednictvim gelové permeacni chromatografie na koloné
Hiload 26/60 Sup 75 (GE Healthcare, USA). Nasledovala jeho fosforylace pomoci PKA
(Promega, USA) po dobu 2 hod pfi 30 °C a poté pres noc pri 4°C (167 U PKA /mg
proteinu/1 fosforylacni misto) v prostredi 0,75mM ATP a 20mM MgCl,. Finalni
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purifikace byla provedena na koloné Sup 75 Increase 10/300 (GE Healthcare, USA)
v pufru obsahujicim 50mM Tris-HCl (pH 7,5), 150mM NaCl, 1mM TCEP, 1mM CaCl;
a 10% (w/v) glycerol. Fosforyla¢ni status byl ovéren pomoci MS/MS analyzy.

4.2.4 Exprese a purifikace CaM

Nékteré Ca?* vazajici proteiny jsou izolovany prostrednictvim hydrofébni
interakéni chromatografie. V pritomnosti vapniku tyto proteiny exponuji sviij
hydrofébni povrch a jsou adsorbovany na fenylsepharosovou matrici. Na rozdil od
jinych hydrofébnich protein vykazuji tuto schopnost i v pritomnosti nizké
koncetrace soli, coZ ve vysledku znamena, Ze je protein izolovan ve velmi Cisté formé
(Vogel et al, 1983). Eluce je provedena v nepritomnosti vapniku, coz vyvola odliSnou
proteinovou konformaci a tak dochazi k jeho uvolnéni z matrice.

DNA potkani formy kalmodulinu (1-149) byl klonovana do plasmidu pET-3a
mezi mista Ndel a BamHI. Protein byl exprimovan pomoci IPTG indukce pti 25 °C po
dobu 12 hod. Pelety bunék byly resuspendovany v lyzatnim pufru obsahujicim 50
mM Tris (pH 7,5), 2ZmM EDTA, 2mM B-ME. Protein byl izolovan nejprve pomoci
sonikace a nasledné probéhla jeho purifikace na Phenyl Sepharose CL4B (Amersham
Biosciences) v pritomnosti 5mM CaClz. Kolona byla postupné promyvana soustavou
nékolika pufrt (viz nize). Pfed aplikaci sonikatu byl nanesen pufr A. Po adsorpci
proteinu nasledovalo promyti kolony pufry B a C vuvedeném mnoZstvi. Eluce
proteinu byla provedena pufrem D bez obsahu vapnikovych ionti. Protein byl
koncentrovan a purifikovan pomoci FPLC systému na koloné Sup 75 Increase 10/300
(GE Healthcare, USA) v pufru se sloZzenim 20mM Tris (pH 7,5), 100mM NaCl, 1mM
CaClz, 10% glycerol, 5mM DTT.

Pufr A: 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100mM NaCl; 5 mM CaCl, (60 ml)
Pufr B: 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM CaCl, (40 ml)
Pufr C: 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 500 mM NaCl; 1 mM CaCl, (60 ml)
Pufr D: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 1,5 mM EDTA (20 ml)
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4.3 Biofyzikalni a strukturni charakterizace

4.3.1 Stanoveni volnych thiolovych skupin a oxidace proteinii

Spektrofotometrické stanoveni volnych thiolovych skupin na zakladé jejich
reakce s DTNB (kyselina 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova) bylo vyuZito k detekci
tvorby disulfidickych mistki (Cys32-Cys3°, Cys®2-Cys®® nebo oba) na riznych mistech
TRX1 pri jeho oxidaci. Pri této reakci v denaturujicich podminkach vznika
nitrothiobenzoatovy anion (TNB?, viz obr. 4.2) a disulfidicky spojeny konjugat
proteinu s TNB. Koncentraci volného nitrothiobenzoatového anionu lze stanovit
méfrenim absorbance pri vinové délce 412 nm. Podil koncentrace TNB?- a proteinové
koncentrace ve vzorku pak predstavuje pocet volnych sulfhydrylovych skupin

proteinového retézce (Ellman, 1958).

HOOC

O,N s NO: R. _S COOH
2 \ R—SH + s
S NO, —=
S COOH NO,

COOH

Obr. 4.2 Schéma reakce kyseliny 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoové s volnou sulfhydrylovou
skupinou. Pri reakci vznikd nitrothiobenziatovy anion, ktery Ize detekovat

spektrofotometricky.

Proteiny o dané koncentraci (15-20 puM) byly inkubovany ve tmé v prostredi
6M guanidin-hydrochloridu (Gu-HCl) a 1mM DTNB ve finalnim objemu 350 pl po
dobu 15 min. Zasobni roztoky Gu-HCI a DTNB byly pripraveny v pufru 200mM Tris
(pH 8,0). Pro vypocet poctu volnych thiolovych skupin byl pouZit molarni absorp¢ni
koeficient TNB2 13600 M-t cm™.

Oxidované formy proteini ASK1-TBD a TRX1, TRX1 WT byly pripraveny
nasledovné: Proteiny byly nejprve dialyzovany do pufru s 20mM Tris (pH 7,5),
200mM NaCl a 5mM DTT. Redukovany stav proteini byl urc¢en pomoci
spektrofotometrického stanoveni volnych cysteinti v pifitomnosti Ellmanova cinidla.

Nasledné byly proteiny prevedeny do stejného pufru bez DTT pomoci kolony Zeba™
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Spin Desalting Column (Thermo Scientific). Oxidace byla provedena v pritomnosti
5nasobného nebo 100nasobného molarniho nadbytku H20; pti 37 °C po dobu 15 min.
Reakce byla ukoncena pridanim 5U katalasy (Sigma Aldrich, USA).

4.3.2 SDS-PAGE za neredukujicich podminek

SDS-PAGE za neredukujicich podminek funguje na stejném principu jako
klasickd SDS-PAGE (slozeni gelli i pufri totozné, bez B-ME viz str. 48-50) stim
rozdilem, Ze vzorky nejsou zahrivany a vzorkovaci pufr neobsahuje redukéni cinidla.
ASK1-TBD, TRX1 a komplex v poméru 1:1 byly dialyzovany do pufru obsahujiciho
20mM Tris (pH 7,5) a 200mM NaCl. Vzorky byly odebirany po 12h a 36h dialyzy pri
4 °C a smiseny se vzorkovacim pufrem v poméru 4:1. Elektroforéza probihala pri
napéti 150 V priblizné 80 min. Pomoci tohoto experimentu byla studovana interakce
ASK1-TBD s TRX1 za neredukujicich podminek z hlediska tvorby intermolekularnich
disulfidickych mistki pii oxidaci.

Analogicky se postupovalo i pri studiu interakce ASK1-TBD s TRX1 C35,73S za
oxidujicich podminek. Pri studiu oxidace ASK1-TBD nemohl byt pouzit TRX1
z divodu, Ze vlastni redoxni aktivitu, coz by vedlo ke zpétné redukci ASK1-TBD. Dana
mutantni varianta byla vybrana na zakladé srovnatelné vazebné afinity k ASK1-TBD.
Nejprve byly proteiny odsoleny pomoci pomoci kolony Zeba™ Spin Desalting Column
(Thermo Scientific) a ¢ast ASK1-TBD byla oxidovana za mirnych podminek (5nasobny
molarni nadbytek H20, viz kap. 4.3.1, str. 54). Neoxidované vzorky byly inkubovany
pti 4 °C po dobu 24h.

4.3.3 Analyticka ultracentrifugace - metoda sedimentacnich

rychlosti

Cilem sedimentacni analyzy je charakterizace studovanych molekul z hlediska
molekularni hmotnosti, sedimentacniho koeficientu a hydrodynamickych vlastnosti.
Ze sedimentacnich dat lze ziskat odhad velikosti ¢astic bez nutnosti kalibrace, jejich
tvaru a informace ohledné polydisperzity. Zdokonaleni moderni instrumentace, které

zjednodusSilo akvizici dat i jejich vyhodnocovani, z této metody ¢ini mocny nastroj
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pro studium biologickych déji (Schachman, 1989). Rostouci popularita této techniky
souvisi predevsim s jejim vyuZitim pro studium rovnovaznych systémi a protein-
proteinovych interakci vCetné stanoveni dtlezitého biofyzikdlniho parametru
vazebné afinity - zdanlivé disociacni konstanty Kp (Schuck, 2013). PrestoZe existuje
mnoho alternativnich metod, kterymi lze stanovit tyto termodynamické vlastnosti,
mnohé z nich vyZaduji kalibrace, sekundarni znaceni proteinu nebo nejsou vhodné
pro studium nizkoafinitnich komplext. Dalsi nespornou vyhodou této metody je
studium makromolelul v nativnim stavu za biologicky relevantnich podminek (Cole

etal, 2008).

Gravitace

Meniskus ,
Rozhrani

o
o

Absorbance

e e
62 63 64 65 66 8.7 68 69
vzdilenost od osy rotace (em)

Obr. 4.3 Metoda sedimentacnich rychlosti. Vlivem centrifugace dochazi k sedimentaci
jednotlivych komponent a vytvoreni tzv. sedimentacniho (koncentra¢niho) rozhrani,
jehoZ pohyb je sledovan v Case. Prevzato a upraveno z <http://www.coriolis-

pharma.com/contract-analytical-services/analytical-ultracentrifugation-(sv-auc)/>.

Vlivem gravitacniho pole, které je v tomto pripadé generovano centrifugaci pri
vysokych otackach, dochazi k sedimentaci ¢astic v roztoku. Rychlost sedimentace je

dana rovnovahou tfi sil, které na ¢astici plsobi:

1) Centrifugacni sila - Umérna hmotnosti castice, uhlové rychlosti
a vzdalenosti od osy rotace:
Feentr = mawzrr
kde m, je hmotnost Castice, w je hlova rychlost a r predstavuje vzdalenost od osy

rotace. Je ziejmé, Ze dochazi k postupné akceleraci molekul v roztoku a pozorujeme
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tak exponencialni zavislost radialni pozice na Case. Analyticka centrifuga dokaze

generovat gravitacni silu az 300 000g (Schuck, 2016).

2) Vztlakova sila - zavisi na parcidlnim specifickém objemu Ccastice
a hustoté pouzivaného rozpoustédla:
— s 2
Fp = —m vpw-r,

kde ¢len m,vp, predstavuje hmotnost rozpoustédla vytlacené castici (v je parcialni

specificky objem castice a p je hustota rozpoustédla)

3) Frikéni sila - plisobi proti sméru pohybu Castice a zavisi na
hydrodynamickych vlastnostech makromolekuly (hydrodynamickém poloméru

Castice) a viskozité rozpoustédla:
Ff = —f'U,

kde f predstavuje hydrodynamicky translacni frikéni koeficient a v rychlost jakou se
castice pohybuje (Schuck, 2016).

Sedimentacni koeficient s je vyjadren v jednotkdach Svedberg ~ 10-13 sec. ZvySe
uvedeného vyplyva, Ze jeho hodnota zavisi na velikosti studované makromolekuly i
jejim tvaru nasledovné:

v _ma(l_ﬁp)
ST wrr f '

(Rovnice 1)

Sedimentacni koeficient mliZe nabyvat kladnych i zapornych hodnot v zavislosti na
relativni hustoté Castice a rozpoustédla a z toho plynouci sedimentace castice nebo
jeji nadnaseni.

Data métrena pomoci AUC reprezentuji koncentracni profily v radidlnim sméru
(ve sméru plisobeni odstredivé sily) jako funkci ¢asu (Lebowitz et al, 2009). Z toho
vyplyva, Ze v pripadé jediné neinteragujici castice (tedy jediného sedimentacniho
rozhrani) by urCeni sedimentacniho koeficientu bylo vcelku snadné, napr.
z exponencialni zavislosti radialni pozice inflexniho bodu rozhrani na case. (Schuck,
2016). Vrealné situaci je vSak pritomno vice sedimentujicich komponent, které
vykazuji rtizna rozhrani v disledku odlisnych hydrodynamickych vlastnosti. DnesSni

vypocetni technika umoZinuje ziskana data modelovat primo prostfednictvim
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fundamentalni rovnice sedimentacni rychlosti, ktera nese nazev podle svého

prikopnika - Lammova rovnice (Lamm, 1929):

6c_ 16(
ot  raor

2, _pd¢€ :
CSWT Darr (Rovnice 2)

Lammova rovnice popisuje vyvoj koncentracni distribuce dc na Case t a vzdalenosti
od osy rotace r pod vlivem protichlidného difizniho a sedimenta¢niho toku (D je
difazni koeficient).

Pri méreni sedimentacni rychlosti se pouZivaji sektorové cely kdnického tvaru,
které omezuji proudéni v priibéhu experimentu. Cely obsahuji dva sektory, z nichz
v jednom je umistény vzorek a ve druhém referenc¢ni pufr (Cole et al., 2008).

Existuji dva nejdilezitéjsi druhy optickych systémt, jimiZz je mozno
sedimentacni data monitorovat - absorpcni a interferencni. Absorp¢ni optika
umoznuje mérit v rozmezi vinovych délek 190-800 nm a je tedy vhodna pro studium
proteint. Vtomto ohledu je vSak nutna opatrnost ohledné sloZeni pufru, jelikoZ
i mnoho dalSich biologickych slozek pufru miliZe absorbovat v dané oblasti (disulfidy,
nékteré detergenty) (Laue, 1996). V pripadé priliS vysokého nebo nizkého extin¢niho
koeficientu neni absorp¢ni optika dobrou volbou. Naproti tomu interferen¢ni optika
poskytuje nékolik vyhod. Signal je zaznamenavan v podobé horizontalnich hran (z
angl. ,fringes“) rovhomérné rozmisténych ve vzdalenosti odpovidajici rozdilu optické
drahy prosSlého paprsku mezi referenci a vzorkem. Tento drahovy rozdil odrazi
jakékoliv zmény vindexu lomu svétla ve vzorku zavisejicim na molekulové
hmotnosti sedimentujicich komponent. Pomoci refraktometrické detekce lze tedy
studovat i neabsorbujici molekuly jako jsou polysacharidy nebo lipidy. Na rozdil od
absorbance jsou interferencni data snimana po celé délce kyvety naraz a akvizice dat
je mnohem rychlejSi. To umoznuje sbirat mnohem vétsi objem dat a ziskat tak
piesnéjsi odhad hledanych parametrt. Vzhledem k citlivosti detekce jsou vsak ve
vysledku zahrnuty vesSkeré optické nedokonalosti a necistoty, které jsou souhrnné
nazyvany casové-neménnym systematickym Sumem. V disledku teplotni nebo
mechanické nestability detekcniho systému jsou data zatiZena i radialné-neménnym
systematickym Sumem. Oba typy Sumii, které neumoZnuji pfimou intepretaci
interferencnich dat, musi byt pred vlastni analyzou eliminovany (Schuck & Demeler,

1999; Cole et al.,, 2008).
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Analyzou sedimentac¢nich profili wuzitim softwaru SEDFIT lze ziskat
kontinudlni distribuci sedimentacnich koeficienti. Pro zjisténi vazebné afinity je
nezbytné provést méreni v rlizném molarnim poméru studovanych proteind.
Integraci distibuce c(s) za rtznych podminek je ziskdn celkovy vazeny primeérny
sedimentacni koeficient sw(c). Na zakladé znalosti koncentrace a hodnot celkovych
sedimetacnich koeficientli lze konstruovat vazebnou izotermu, ktera je fitovana
s pouzitim vhodného vazebného modelu (v tomto pripadé Langmuiriiv model A + B
S AB) zahrnutém v programu SEDPHAT. Vysledné parametry a realné koncentrace
ve vzorcich byly zkorigovany prostrednictvim globalniho modelovani pomoci
Lammovy rovnice.

Pro sedimentatni analyzu byla pouZita analytickd ultracentrifuga
ProteomLab™ XL-1 (Beckman Coulter, USA). Hustota pufru, viskozita a specificky
parcialni objem pro vSechny proteiny byly stanoveny prostrednictvim programu
SEDNTERP (http://sednterp.unh.edu/). Méreni byla provadéna pri 48 000 ot.min!
a20 °C (An-50 Ti rotor, Beckman Coulter, USA) pii rlizném molarnim poméru
a koncentraci proteinii (specifikovano v kap. 5 Vysledky). Sedimentacni profily byly
zaznamenavany absorpcni i interferencni optikou. Méreni a vyhodnocovani dat byla

realizovana ve spolupraci s Dr. Daliborem Koskem a Mgr. Olivii Petrvalskou.

1) ASK1-TBD a TRX1

Vzorky proteinii pri oxidujicich podminkach byly predem dialyzovany do pufru
20mM Tris (pH 7,5), 200mM NaCl. V pripadé redukujicich podminek pufr navic

obsahoval 2ZmM nebo 5mM (-merkaptoethanol.
2) CaMKK2 a 14-3-3y

Mefreni byla provedena v pufru obsahujicim 50mM Tris (pH 7,5), 150mM Nac(l,
1mM TCEP a 1mM CaCl; za stejnych podminek a data byla vyhodnocena pomoci
globalniho modelovani Lammovy rovnice s pouzZitim 1:1 Langmuirova vazebného

modelu.
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4.3.4 Limitovana defosforylace s pouzitim SDS-Phos-tag-PAGE

Pomoci elektroforetické separace v SDS-polyakrylamidovém gelu, ktery ma
v sobé zakomponovanou aromatickou molekulu Phos-tag (Wako, USA) lze jednoduse
sledovat kinetiku defosforylace v pritomnosti fosfatas. Tato latka je schopna
imobilizovat dvojmocné kationty (Mn?* nebo Zn?*) a vazat fosfatové skupiny, ¢cimz lze
vzajemné separovat riizné fosforylacni stavy proteinu.

pCaMKK2 D330A byla defosforylovana v pritomnosti nebo nepritomnosti 14-
3-3y s pouZzitim proteinfosfatasy 1 (PP1 - kralic¢i katalyticka podjednotka a-Isoforma,
Sigma-Aldrich, USA, specificka aktivita 5000U/mg). Defosforylace byla provedena
v prostredi pufru pro fosfatasu obsahujictho 50mM HEPES (pH 7,5), 100mM NacCl,
2mM DTT, 1mM MnCl; a 0,01% NP-40. Reak¢ni smés obsahovala 11uM CaMKK2
a 34pM 14-3-3y (v pripadé komplexu) a PP1 v optimalnim molarnim poméru 1/250
(enzym/substrat). Reakce probihala pri 30 °C a v ¢casovych intervalech 0, 1,5, 7 a 30
min byly odebirany alikvoty (64 pmol).

Tab. 4.7 SloZeni separacniho gelu pro SDS-Phos-tag-PAGE

12% gel
latka odméreny objem
akrylamid/bis-akrylamid 4 ml
4x pufr pro separacni gel (+10% SDS) 2,5ml
5mM Phos-tag 100 pl
10mM MnCl; 100 pl
destilovana voda 3,24 ml
TEMED 10 pl
10% (w/v) persulfat amonny (APS) 50 pl

Reakce vdaném case byla zastavena pridavkem [(-glycerolfosfatu do finalni
koncentrace 100mM (Sigma-Aldrich, USA), dale smisenim s 5x SDS redukujicim
vzorkovacim pufrem (viz tab. 4.4, str. 49) a zahtatim vzorkd na 95 °C po dobu 5 min.

Separace smeési byla provedena na SDS-Phos-tag-PAGE s procentualnim zastoupenim
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akrylamidu 12% a 50puM Phos-tagem (viz tab. 4.7, str. 60). SloZeni zavadéci gelu bylo
totoZzné jako pri klasické SDS-PAGE (viz tab. 4.6, str. 50). Elektroforéza probihala 2
hod pri 180V. Vzorky byly v danych c¢asech rovnéz podrobeny LC-MS/MS analyze na
zakladé stejného experimentalniho pristupu jako v pripadé H/D vymény (viz kap.

4.3.5.1).

4.3.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) jiZ dlouhou dobu neslouzi pouze jako nastroj
organickym chemiklim k detekci malych molekul. S rostoucim vyvojem instrumentace
v poslednich dvou dekddach a objevu mékkych ioniza¢nich technik (ESI a MALDI)
patfi tato metoda mezi skvélé komplementarni techniky k NMR nebo krystalografii.
V oblasti proteomiky zastava nezastupitelnou ulohu pfi stanoveni postranslacnich
modifikaci a kvantifikaci proteind, ¢imz napomaha k objasnéni signalnich drah
a studiu novych biomarkert pti patogenezi. Diky spojeni MS s dalSimi pristupy lze
dobre studovat dynamiku molekul ¢i mapovat interakcni rozhrani, které nam statické
metody jako napfr. krystalografie neumoznuji. Metody H/D vymény, chemického
zesiténi nebo alkylace cysteinovych skupin pro mapovani povrchu mohou byt
uzitecné prinavrhu finalnitho interakéniho modelu a vyrazné pomoci k objasnéni
molekularniho mechanismu regulace. V této praci zastavaji metody spojené s MS
dilezitou tulohu a ziskané vysledky byly klicové napt. pti studiu oxidace ASK1, kde
ostatni pristupy selhaly (Karas & Hillenkamp, 1988; Schmidt & Robinson, 2014).

4.3.5.1 H/D vyména spojend s hmotnostni spektrometrii

Proteinovy retézec obsahuje nékolik typl vodikovych atomi, které jsou
neustale vyménovany s vodiky okolniho vodného protredi: amidické vodiky peptidové
vazby, vodiky postrannich retézcti a vodiky vazané na uhlikové atomy polypetidového
fetézce. V Casové Skale méreni lze zaznamenat pouze vyménu amidickych vodikd.
Pokud se protein navic nachazi v prostredi s deuterovanou vodou, Ize tento pristup
spojit s hmotnostné spektrometrickou analyzou a sledovat tak pomér deuterace
v riznych oblastech proteinu. Mezi hlavni faktory, které ovliviiuji tento proces, patii
predevsim teplota, pH, pristupnost rozpoustédlu a sit vodikovych vazeb (Englander &

Kallenbach, 1983). Vliv prvnich dvou jmenovanych jde jednoduSe kontrolovat, ale
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pristupnost a vodikové vazby primo vypovidaji o dané proteinové konformaci. Na
zakladé rozdilu v deutera¢nim profilu lze diky této technice sledovat konformacni
zmény pri vazbé ligandu a primo mapovat oblasti, které jsou touto vazbou ovlivnény.
H/D vyména spojena shmotnostni spektrometrii slouzi ke studiu interakcniho
rozhrani dvou proteindi nebo proteinu s navazanym ligandem (Wales & Engen, 2006).
V ramci této prace byla uplatnéna pro studium vazby kalmodulinu na CaMKK2, ktera
ma odliSny charakter ve srovnani s ostatnimi Ca?*/kalmodulin dependentnimi
kinasami. Vzhledem kvysoké afinité a stabilité tohoto komplexu bylo divodné

ocekavat vyrazné zmény v deuteraci jednotlivych oblasti CaMKK?2.

Vodik/deuteriovd vyména byla sledovdana za dvou rlznych podminek -
CaMKK2 a CaMKK2 vkomplexu sCaM vpoméru 1:1. Reakce byla zahajena
10nasobnym redénim do deutera¢niho pufru obsahujictho 50 mM Tris-HCI (pH/pD
7,5), 150mM NaCl, 1ImM TCEP and 1mM CaCl; do konec¢né proteinové koncentrace 3
uM. Alikvoty o objemu 25 pl byly odebirany v ¢asovych intervalech 20 s, 1min, 3 min,
10 min, 1 h, 3 h a 5 h. Reakce byla zastavena redénim do 25 ul 1M glycinu (pH 2,3)
azmrazenim v kapalném dusiku. Analyza deuterovanych vzorkli byla provedena
pomoci HPLC (1200 Agilent technologies, Waldbronn, Némecko) spojené s ESI-FT-ICR
hmotnostnim spektrometrem (15T solariX, Bruker Daltonics, Billerica, USA). Pred
HPLC-MS analyzou byly vzorky briskné rozmraZeny a naneseny na systémovou
pepsinovou kolonu, kde probéhlo jejich Stépeni vintervalu 3 min (objem 66 pl,
pritokova rychlost 100 pl.min-1). Vzniklé peptidy byly v systému odsoleny na koloné
Peptide Microtrap (Optimize Technologies, Oregon, USA) a separovany na koloné
sreverzni fazi (ZORBAX 300SB-C18 3,5um, 0,5 x 35 mm, Agilent technologies, Santa
Clara, USA). Pro separaci byl pouzit linearni gradient 10-45% rozpoustédla
B v priibéhu 20 min. Rozpoustédlo A obsahovalo acetonitril a kyselinu mravenci ve
vodé vpomeéru 2%/0,4%. RozpouStédlo B obsahovalo smés acetonitrilu, vody
a kyseliny mravenci v poméru 95%/5%/0,4%. Kyselina mravenci zastava funkci ion-
parového Ccinidla pro zvySeni efektivity separace. Pro minimalizaci zpétné H/D
vymeény byl nastrikovy a prepinaci ventil a soustava vSech tii kolon ponorena v ledové
lazni. Identifikace jednotlivych peptidi (mapovani a HPLC-MS/MS) byla provedena
vySe popsanym zptsobem. MS/MS spektra byla vloZena do volné dostupného

programu MASCOT, kde byla porovnana s databazemi obsahujici aminokyselinové
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sekvence CaMKK2 a CaM. Spektra ¢astecné deuterovanych peptidi byla exportovana
pomoci programu Data Analysis 4.2 a manualné zpracovana v programu DeutEX.
Analyza a méreni vzorkli byla provedena ve spolupraci s Dr. Petrem Pompachem,

(Biotechnologicky tstav AV CR, BIOCEV, Vestec).

4.3.5.2 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Chemické zesiténi je dalSim z pristupd pro studium trojrozmeérné struktury
proteini a jejich konformacnich zmén. Rizné funkcéni skupiny aminokyselin mohou
byt kovalentné spojovany pomoci homobifunk¢nich €inidel s riznou délkou raménka.
Diference v souboru vzniklych zesitovanych peptidi u proteinu a komplexu mohou
poukazat na jisté konformacni zmény. Zarovén vsak tato metoda slouzi predevsSim
k uptesnéni strukturnich modeli ziskanych z jinych metod napft. krystalografie nebo
SAXS (Sinz, 2006).

Vyuziti stabilniho izotopového znaceni téchto cinidel znacné usnadnuje
identifikaci a validaci zesitovanych peptidi. Vtéto praci byla pro kovalentni
modifikaci lysind pouzita dvé ¢inidla - disukcinyl suberat (DSS) a disukcinyl glutarat

(DSG) (viz obr. 4.4).

0 0 0
0 0 0 0
0 N
N“DWO’N N” Y\/\/\-)\o’
0 0 0 0
0

DSG DSS

Obr. 4.4 Struktura homobifunkcnich cinidel disukcinyl suberdtu (DSS) a disukcinyl glutardtu
(DSG). Délka raménka DSS je 11.4 A a délka raménka DSG je 7.7 A. Prevzato z

<https://www.thermofisher.com/>.

Proteiny (CaMKK2, CaMKK2-CaM) byly pomoci odsolovaci kolony preneseny
do pufru obsahujictho 10mM HEPES (pH 7,5), 150mM NaCl, 0,1mM TCEP and
1mMCaCl;. Chemické zesiténi bylo provedeno v pritomnosti dvou homobifunk¢nich
sitovacich c¢inidel DSS nebo DSG, ktera se nachazela ve smési se svymi 4x
deuterovanymi analogy v molarnim poméru 1:1. Koncentrace zasobnich roztokl
¢inidel v DMSO byla 10 mg.ml-l. K proteinim o findlni koncentraci 1 mg.ml-1 byl
pridan 20nasobny nebo 50nasobny molarni nadbytek sitovacich cinidel DSS nebo

DSG do celkového objemu 20 pl. Smési byly inkubovany pti 22 °C po dobu 1 hodiny.
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Vzorky byly dale elektroforeticky separovany pomoci NuPAGE na gradientnich
4—12% Bis-Tris gelech v prostredi 20x zredéného komer¢niho MES SDS pufru.
Vzorky odpovidajici velikostné monomernim zesitovanym proteinim byly z gelu
vyriznuty. Cysteiny byly redukovany pomoci 50mM DTT po dobu 45 min pfi teploté
60 °C. Volné cysteiny byly ve tmé alkylovany prostrednictvim 100mM iodoacetamidu
pri laboratorni teploté po dobu 30 min. Dale byly proteiny pres noc $tépeny pomoci
trypsinu pri 37 °C. Pomér enzymu a proteinu byl 1:20 (wt/wt). Peptidy extrahované
z gelu byly nanaseny na Trap kolonu (ZORBAX 300SB-C18, 5pm, 5 x 0,3mm, Agilent
Technologies, Santa Clara, USA), kde byly odsoleny po dobu 5 min pti priitokové
rychlosti 20 pl.min-1. Peptidy byly separovany na koloné s reverzni fazi (ZORBAX SB
C18 RR 3.5um 150 x 0,3 mm, Agilent technologies, Santa Clara, USA) pomoci HPLC
systému (Agilent technologies) pri pritokové rychlosti 10 pl.min-1. Pro separaci byl
pouZzit nasledujici gradient: 1-10% B po dobu 1 min, 10-45% B po dobu 19 min, 45-
95% B po dobu 5 min. Rozpoustédlo A obsahovalo acetonitril a kyselinu mravenci ve
vodé v poméru 2%/0,1%. Rozpoustédlo B obsahovalo kyselinu mravenci a acetonitril
v pomeéru 0,1%/98%. Kolona byla zahrivana na 50 °C a pfimo propojena s FT-ICR
hmotnostnim spektrometrem (15T solariX, Bruker Daltonics, Billerica, USA) za
pouziti ionizace elektrosprejem. Pristroj byl vsystému kalibrovan s vyslednou
hmotnostni presnosti pod 2 ppm.

Akvizice dat a jejich zpracovani byla zajiSténa pomoci programi ftmsControl
2.1.0 a DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics, USA). Identifikace zesitovanych peptidi
byla provedena s vyuZzitim Links software (Young et al, 2000). Pri vyhledavani
jednotlivych spojeni byla zohlednéna karbamidomethylace cysteinii a oxidace
methionini. Odchylka hmotnosti byla udrzovana pod hladinou 2 ppm a ptirazené
fragmenty byly ovéreny manualné. Méreni byla realizovana ve spolupraci s Dr.
Petrem Pompachem (Biotechnologicky tstav AV CR, BIOCEV, Vestec), ktery se

primarné podilel i na vyhodnocovani dat.

4.3.5.3 Alkylace cysteinii spojend s hmotnostni spektrometrii
Alkylace cysteinii byla vyuZzita pro mapovani povrchovych cysteinti v ramci
ASK1-TBD, které by mohly byt potencialné zapojeny do interakce s TRX1. Na zakladé

kvantifikace miry alkylace 1ze odhadnout jejich pristupnost rozpoustédlu na povrchu
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proteinu. Tato data byla napomocna i pro upresnéni ASK1-TBD ab initio modelu
(Sechi & Chait, 1998).

Redukovana ASK1-TBD (15-20 pM) v pufru obsahujicim 20mM Tris (pH 7,5),
200mM NaCl a 5mM DTT byla smisena s 500mM iodoacetamidem (IAA) a inkubovana
ve tmé po dobu 30-60 min pri laboratorni teploté. Molarni pomér IAA:DTT dosahoval
5:1. Vysledky alkylacnich reakci byly analyzovany pomoci MS/MS. Ten samy
experiment byl proveden i v pripadé oxidované ASK1-TBD (oxidace dle postupu
v kap. 4.3.1, str. 54). Zaroven byla alkylace provedena i za denaturujicich podminek
v pritomnosti 8M urey.

Nejprve byla provedena MS analyza intaktniho proteinu pro ovéreni
oxidovaného nebo alkylovaného stavu. Proteiny byly primarné odsoleny pomoci
Microtrap kolony (Optimize technologies, Oregon city, USA) a analyzovany pomoci
FT-ICR hmotnostniho spektrometru (15T solariX, Bruker Daltonics, Billerica, USA) za
pouziti ESI. Pro detailni analyzu disulfidickych vazeb byly pouzity dva odliSné
pristupy hmotnostné spektrofotometrické analyzy. V jednom pripadé byla ASK1-TBD
smisena s guanidine-hydrochloridem (finalni koncentrace byla 3M) a nanesena na
imobilizovanou pepsinovou kolonu, Stépeni v rozmezi 3 min. Vzniklé peptidy byly
odsoleny na koloné Peptide Microtrap (Optimize Technologies, Oregon, USA)
a separovany na koloné s reverzni fazi (ZORBAX 300SB-C18 3,5um, 0,5 x 35 mm,
Agilent, Santa Clara, USA) s pouZitim gradientu acetonitrilu 10-25% v rozmezi 8 min
(s obsahem 0,4% kyseliny mravenci) Vystup zkolony byl pripojen k FT-ICR
hmotnostniho spektrometru (viz vySe) spouzitim ionizace elektrosprejem.
V zavislosti na typu vzorku byly jednotlivé typy modifikaci (tvorba disulfidickych
mistkli nebylo karbamidomethylace cysteinti) vyhledavany pomoci programu
MASCOT proti databazi obsahujici sekvenci ASK1-TBD.

Druhou alternativou bylo Stépeni trypsinem po dobu 6 hod pri 37°C a analyza
pomoci HPLC-MS/MS. Po kratkém odsoleni byly peptidy separovany v gradientu
acetonitrilu (5-40% po dobu 40 min, 0,2% kyselina mravenci) na analytické koloné
sreverzni fazi (Zorbax 300SB-C18 3,5 pum, 0,3 x 150 mm, Agilent technologies).
K analyze byl opét vyuZivan program MASCOT. Peptidy spojené disulfidickym

mistkem byly identifikovany pomoci programu Links a data zpracovana s pouzitim
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programu Data Analysis 4.2 (viz vySe). Méreni byla realizovana ve spolupraci s Dr.
Petrem Manem (Mikrobiologicky ustav AV CR, BIOCEV, Vestec).

Zona odpovidajici aduktu ASK1-TBD a TRX C35,73S byla vyrezana zgelu
amodifikovdna pomoci IAA. Stépeni trypsinem a dal$i analyza probihala vyse

popsanym zptisobem.

4.3.6 Diferencni skenovaci fluorimetrie

Diferencni skenovaci fluorimetrie byla vtéto praci pouzita kovéreni
strukturni stability proteinii po zavedeni mutace. Tato metoda nachazi uplatnéni i pri
studiu vazby ligandu na protein, kdy ze série titraci a konstrukce vazebné krivky je
mozné zjistit dllezitou biofyzikalni veli¢inu Kq. Efekt je vSak patrny pouze pokud ma
dany ligand prokazatelny vliv na stabilitu daného proteinu (Vivoli et al, 2014).
V priibéhu teplotni denaturace dochazi k expozici hydrofobnich oblasti do okolniho
roztoku a vazbé fluorescen¢ni sondy Sypro Orange, coZ vyvolava jeji intenzivni
fluorescenci. Srostoucim teplotnim gradientem je sledovan nariist fluorescence
v podobé denaturac¢ni krivky. Inflexni body téchto sigmoidalnich krivek odpovidaji
hodnotam teplot tani (Tm). Na zdkladé porovnani hodnoty Tw u riznych mutantnich
variant lze urcit, zda nedoslo k dramatickym zménam struktury v diisledku mutace.
Nevyhodou této metody je znaceni proteinu, které miize u méné stabilnich proteinti
vést kjejich precipitaci. MoZnou alternativou je méreni DSF, pri kterém se vyuZiva
vnitrni fluorescence proteinu.

Roztoky proteinu byly pipetovany do 96 jamkové mikrotitracni desticky.
K proteinu o finalni koncentraci 0,5 mg.ml! byl pfidan 1 pl 200x koncentrovaného
fluorescenc¢niho barviva Sypro Orange (Sigma-Aldrich, USA) do findlniho objemu 25
ul. Mereni byla provadéna v triplikatech. Desticka byla prelepena félii pro uchovani
Cistoty vzorkil a zabranéni jejich evaporace v priibéhu experimentu. Desticka byla
vloZena do pristroje LightCycler 480 II cycler (Roche Applied Science, Némecko), kde
byl nastaven teplotni gradient 20-95 °C srychlosti 0,01°C/s. Vlnova délka excitace
byla 465 nm a vinova délka emise byla 580 nm. Pomoci softwaru Roche LightCycler
480 SW 1.5 byla odectena hodnota Twm, ktera odpovida minimu prvni zaporné derivace

denaturacni krivky.
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4.3.7 CD spektroskopie

Cirkularni dichroismus je jev, ktery vznika v disledku rozdilné absorpce
levotocivého a pravotoCivého cirkularné polarizovaného svétla molekulou
chromoforu, ktera je chiralni nebo se nachazi v chiralnim okoli. Proteiny a nukleové
kyseliny obsahuji mnoho takovych skupin, které bohaté prispivaji k CD signalu. Tato
metodika tedy nachdazi Siroké uplatnéni pii studiu konformacnich zmén proteint
v komplexu s ligandem, kontrole strukturni integrity po zavedeni mutace nebo
zastoupeni jednotlivych typl sekundarni struktury. Existuji dvé spektralni oblasti, ve
kterych lze pozorovat CD signal. Ve vzdalené oblasti UV (240-180 nm) signal pochazi
z absorpce peptidovych vazeb a vzniklé spektrum v sobé skryva informaci o obsahu
jednotlivych prvkia sekundarni struktury proteinu. Naopak v blizké oblasti UV (320-
260 nm) se projevuji zmény v tercidrni strukture proteint pti vazbé ligandi. Signaly
v této oblasti vznikaji v disledku absorpce aromatickymi aminokyselinami nebo

disulfidickymi vazbami (Kelly et al, 2005).

Méreni cirkuldrniho dichroismu byla provedena na dvou rtznych piistrojich
a za mirné odliSnych podminek. Ve vSech pripadech byla mérena CD spektra v blizké
(250-320 nm) i vzdalené (200-260 nm) oblasti UV kviili monitorovani zmén

v sekundarni i terciarni strukture pri tvorbé komplexu.

1) ASK1-TBD a TRX1

Spektra ve vzdalené oblasti (far-UV) byla mérena v kifemenné kyveté s optickou
drahou 1 mm (Starna, USA) a finalni spektrum bylo ziskano jako primér 5 akumulaci.
Parametry méreni byly nasledujici: rychlost skenovani byla 10 nm.min-1, ¢as odezvy
byl 8 s, rozliSeni 1 nm, Sitka pasma 1 nm a citlivost 100 mdeg (milidegree). U vSech
spekter byla provedena korekce pozadi. Finalni koncentrace ASK1-TBD a TRX1 byla
8 uM. Vysledné spektrum bylo prepocitano dle niZe uvedeného vztahu a vyjadreno

pomoci stfedni zbytkové elipticity (Qumrw):

gobsMw .
=== Rovnice 3
MRW cINR10 ) ( )

kde 6,,s; predstavuje pozorovanou elipticitu v mdeg, M,, je molekulova hmotnost
proteinu, c je proteinova koncentrace v mg ml-l, [ je opticka draha v cm a Ny je pocet

aminokyselin v proteinovém retezci (Whitmore & Wallace, 2008). Analyza spektra
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prostiednictvim metody K2D poskytla informace ohledné zastoupeni prvki
sekundarni struktury. Méreni probihala pri 22 °C v prostredi pufru s obsahem 20mM
Tris (pH 7,5), 200mM NaCl a 2ZmM B-ME.
Spektra vblizké oblasti UV (near-UV) byla meérena vkremenné kyveté

s optickou drahou 1 cm (Starna, USA). Vysledné spektrum bylo ziskano jako pramér
15 akumulaci. Finalni koncentrace ASK1-TBD a TRX1 byla 26 pM.

Spektra ASK1-TBD a TRX1 byla mérena na ]-810 spektropolarimetru (Jasco,
Japonsko) ve spolupréci s Dr. Pavlinou Ullrichovou (VSCHT, Praha).

2) pCaMKK2 + 14-3-3y

Méreni cirkularniho dichroismu pCaMKK2 a jejiho komplexu se 14-3-3y byla
realizovana ve spolupraci s Dr. Tatsianou Charnavets (Biotechnologicky tstav AV CR,
BIOCEV, Vestec). Spektra byla mérena pomoci spektrometru Chirascan™-plus
(Applied Photophysics, Velka Britanie). Far-UV CD spektra byla mérena v kfremenné
kyveté s optickou drahou 1 mm ve spektralni oblasti 200-260 nm. Koncentrace
pCaMKK2 byla 1,6 uM a koncentrace 14-3-3y byla 3,2 uM. Signal byl zaznamenavan
ve formé molarni elipticity, ktera byla po korekci absorp¢niho pozadi prepocitana na
stredni zbytkovou elipticitu s uzitim vysSe uvedeného vzorce (viz rovnice 3, str. 67).
Program CDNN dostupny od vyrobce spektrometru byl pouzit k analyze sekundarni
struktury. Near-UV CD spektra byla mérena v kifemenné kyveté s optickou drahou
1cm ve spektralni oblasti 250-320 nm. Koncentrace pCaMKK2 byla 20 uM
a koncentrace 14-3-3y byla 40 uM.

4.3.8 Casové rozliSena fluorescen¢ni spektroskopie

Casové rozlifend méieni dohasinani intenzity a anizotropie fluorescence
tryptofanu byla realizovana ve spolupraci s prof. Petrem Hefmanem a doc. Jaroslavem
Vecerem z MFF UK. Méreni byla provedena na casové-korelovaném jednofotonovém
Citacim pristroji, ktery zahrnoval femtosekundovy excitatni Ti:safirovy laser
(Chameleon Ultra II a Pulse Picker HP, Coherent) a casové-korelovany detektor
s chlazenym fotonasobicem MCP-PMT (R3809U-50, Hamamatsu). Tryptofanova emise

byla stimulovana na 298 nm a mérena pri 355 nm s pouZzitim monochromatoru
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asouboru sklenénych filtri UGl a BG40 (Thorlabs) umisténych pred vstupni
Stérbinou. Dohasinani fluorescence byla zaznamenavana v 1024 kanalech s casovym
rozliSenim 50 ps/kanal, dokud nebylo dosaZeno mnozstvi 10> v jednom dohasinani.
Vzorky tryptofanovych mutanti (oxidovanych dle postupu v kap. 4.3.1, str. 54) ASK1-
TBD F242W a F175W (15uM) byly umistény do termostatického drzaku a vSechny
experimenty byly provedeny pri 23 °C v pufru obsahujicim 20mM Tris (pH 7,5)
a 200mM NacCl.

Dohasinani intenzity fluorescence bylo méreno pod ,magickym thlem®, kde
jejl intenzita I(t) neni ovlivnéna rotatnim pohybem fluoroforu. Za predpokladu
multiexponencidlniho dohasinani, 1ze celkovou intenzitu dohasinani vyjadrit jako

soucet exponencialnich funkci:

t

() =X;ae (Rovnice 4)

kde 7; jsou doby Zivota excitovanych stavili a ; piislusné amplitudy. Dekonvoluce byla
provedena metodou maximalni entropie (Vecer & Herman, 2011). Vypocet poskytl
set amplitud a; reprezentujicich distribuci dob Zivota 7. Obvykle bylo vybrano 100
dob Zivota rovnomérné rozmisténych v logaritmické Skale od 20 ps do 20 ns. Stredni

doba Zivota excitovaného stavu fluoroforu tmesn byla vypocitana:
Tmean = i fiti = Li(ait?)/ Xi(eyTy) (Rovnice 5)
Kde fijsou frakcni intenzity odpovidajich komponent dob Zivota.

Dohasinani anizotropie fluorescence r(t) bylo ziskano simultannim méfenim
azpétnou konvoluci rovnobéZznych a kolmych komponent intenzity, Iy(t) a In(t).
Vyhodnoceni probéhlo vySe popsanym zptisobem s pouzitim metody maximalni

entropie. Anizotropie byla ziskana jako soucet exponencialnich komponent:
r(t) = X; Bi-exp (— é) ) (Rovnice 6)

kde fi jsou amplitudy, které reprezentuji distribuci korela¢nich casti @;. Soucet

amplitud udava hodnotu pocatecni anizotropie ro:

0o = 2iBi, (Rovnice 7)
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Obvykle bylo vybrano 100 korelac¢nich ¢asti rovnomeérné rozmisténych v logaritmické

Skale od 100 ps do 200 ns.

4.3.9 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni se v posledni dekadé dostava v
oblasti strukturni biologie na vysluni diky rostoucimu vyvoji instrumentace a novych
algoritmt, které zjednodusSuji sbér a analyzu dat. Silnd stranka této strukturni
techniky spociva v aplikaci pri studiu flexibilnich, slabé interagujicich makromolekul
nebo dynamickych procesti. Nespornou vyhodou je mozZnost studovat biologické
procesy vjejich prirozeném prostredi (Graewert & Svergun, 2013). Oproti
krystalografii nebo NMR je sbér dat i kvalitativni charakterizace vzorku mnohem
rychlejsi a proto je tato metoda pouZivana i pri screeningu krystalizacnich podminek
a validaci strukturnich modeld (Bonneté et al., 1999; Mertens & Svergun, 2010).

Béhem experimentu jsou makromolekuly v roztoku vystaveny rentgenovym
paprskiim, které interaguji s elektronovymi obaly atomii a poskytuji informaci
ohledné fluktuace elektronové hustoty. Vzhledem k dynamickému pohybu molekul je
vétSina paprskid rozptylena do vSech smérd, ale pii méreni pod nizkym rozptylovym
uhlem je moZné ziskat informaci ohledné velikosti a tvaru makromolekuly. Intenzita
rozptyleného zareni z monodisperzniho roztoku makromolekul je primo umérna
sféricky zpriimérovanému rozptylenému zareni z jediné ¢astice I(s) ~(42%(s)), (funkce
rozptylového vektoru s (s = 4nsin6/A, kde 20 je tihel mezi dopadajicim a rozptylenym
paprskem) (Svergun, 2002, 1999). Fundamentalnim problémem této metody zlstava
nizka informacni obsaZnost signalu, ktery rapidné klesa s rostoucim rozptylovym
vektorem s a proto lze ziskat pouze struktury s nizkym rozliSenim. Jediné strukturni
parametry, které lze ziskat primo ze SAXS krivky, je maximalni vzdalenost v ramci
castice (Dmax), gyracni polomér (Rg), hydratovany objem castice (Vp) a molarni
hmotnost (MM) (Mertens & Svergun, 2010; Svergun, 1999). Gyracni polomér muze
byt primo urcen z tzv. Guinierovy aproximace pri nizkych uhlech, ktera v pripadé
monodisperzniho vzorku (bez pritomnosti agregace) vykazuje linearni zavislost a je
tedy dobrym méritkem kvality vzorku (Guinier, 1939; Mertens & Svergun, 2010).

Pritazlivé ¢i odpudivé interakce mezi molekulami ¢asto vedou k nepresnému odhadu
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téchto parametrt. Pro identifikaci optimalnich podminek, kde jsou tyto interakce
minimalizovany, jsou data sbirdna pii riznych koncentracich makromolekul.
Z porovnani intenzity v primém sméru a znamé koncentrace makromolekul
s rozptylem u znamého standardu Ize navic urcit molekulovou hmotnost dané castice.
Alternativné miize byt hodnota MM odhadnuta na zakladé znalosti hydratovaného
objemu molekuly z Porodovy rovnice, ktera poskytuje tu vyhodu, Ze neni zatiZena
nepresnosti v urceni koncentrace (Glatter a Kratky, 1982). Kratkyho vynos
(((sRg)?1(s)/1(0) v zavislosti na sR;) nam poskytuje informaci ohledné kompaktniho
tvaru proteinu. Pro plné sbalené proteiny tato funkce klesa se ¢tvrtou mocninou
rozptylového vektoru a priibéh funkce kopiruje tvar piku. Naproti tomu denaturované
proteiny vykazuji témér linedrni narlst pti vySsich hodnotach rozptylovych uhla
(Doniach, 2001).

Dilezitym prvkem analyzy je ziskani distribu¢ni funkce meziatomovych
vzdalenosti, ktera lze ziskat zrozptylové krivky pomoci neptrimé Fourierovy
transformace (Glatter, 1977). Maximalni rozpéti této distribu¢ni funkce pravé
poskytuje hodnotu Dmay, ktera je kliCova pro ab initio rekonstrukci molekulové obalky.

Cilem ab initio modelovani je rekonstrukce trojrozmérné molekulové obalky
ze SAXS krivky. K témto uceliim slouzi program DAMMIN (z angl. Dummy Atom Model
Minimisation) (Svergun, 1999). Na pocatku této analyzy je obvykle sféricky objem
husté vyplnény M poctem malych kouli o urc¢itém rozmeéru. Maximalni rozmér tohoto
objemu je omezen experimentalné uréenym Dmax. KazZdé kouli jsou nahodné
pridélovany indexy pro rozpoustédlo (index = 0) nebo c¢astici (index =1), coZ vede ke
konstrukci tvaru Castice v podobé binarni soustavy kouli X o délce M. Rekonstrukce
tvaru je rizena z pocatecni nahodné aproximace do finalni podoby metodou
simulovaného Zihani, dokud se nedosahne vyznamné statistické shody mezi
rozptylovou funkci vypocitané obalky a experimentalnimi daty (Kirkpatrick et al,

1983).

1) ASK1-TBD + TRX1

Akvizice dat z malouhlového rozptylu rentgenového zareni byla provedena
v Laboratori evropské molekularni biologie na synchrotronu DESY (Deutches

Elektronen Synchrotron, PETRA III, P12 beamline, Némecko). Vzorky byly méreny
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vrozmezi koncentraci: ASK1-TBD 1,2-4,6 mg-ml1; TRX1 1,4-12 mg.ml!; komplex
ASK1-TBD:TRX1 1,5-11,9 mg.ml-l. Po normalizaci intenzity proslého paprsku byla
data zpriimérovana a byl odecten ptispévek pufru s pouzitim programu PRIMUS
(Konarev et. al, 2003). Intenzita rozptylu v primém sméru /(0) (pod nulovym thlem)
a gyracCni polomér Ry byly odecteny pomoci Guinierovy aproximace (Guinier, 1939).
Distribu¢ni funkce vzdalenosti P(r) byla ziskana s pomoci programu GNOM, ktery
funguje na principu neprfimé Fourierovy transformace (Svergun, 1992). Maximalni
rozptyl této funkce urCuje maximalni vzdalenost Castice Dmax. Molekulové hmotnosti
rozpusSténych latek (MMeyp) byly ziskany po srovnani intenzity rozptylu v pfimém
sméru srozptylem referencniho roztoku hovéziho sérového albuminu (molarni
hmotnost 66 kDa). Ab initio molekularni obalky byly vytvoreny s pouZitim programu
DAMMIN (Svergun, 1999), ktery reprezentuje protein skupinou kouli o velikosti
primérné aminokyseliny. Vypocet obalky byl limitovany ziskanou maximalni
vzdalenosti Dmax. Nékolik riiznych iteraci reprezentujici moZnou obalku bylo

zprimeérovano pomoci programu DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003).
2) pCaMKK2 + 14-3-3yAC

Akvizice dat z malouhlového rozptylu rentgenového zareni byla provedena
v pufru obsahujicim 50mM Tris (7,5), 150mM NaCl, 1ImM TCEP, 1mM CaCl; a 3%
(w/v) glycerol. Vzorky byly méreny v rozmezi koncentraci: pCaMKK2 1-2,8 mg.ml-;
14-3-3yAC 1,5-3 mgml?!; komplex pCaMKK2:14-3-3y 14-3-3yAC (1:2 molarni
stechiometrie) 9,9-16,9 mg.ml-L. Distribu¢ni funkce vzdalenosti byla opét ziskana
prostiednictvim programu GNOM a Porodiv objem (Vp) byl vypocten v programu
PRIMUS. Intenzita rozptylu v primém sméru I(0) a gyracni polomér Ry byly odecteny
pomoci Guinierovy aproximace. Zdanlivé molekulové hmotnosti rozpusténych latek
(MMexp) byly ziskany po srovnani intenzity rozptylu v pfimém sméru s rozptylem
referencniho roztoku hovéziho sérového albuminu a paralelné i z Porodova objemu.
Ab initio molekularni obalky byly vypocteny v programu GASBOR. Dvacet nezavislych
iteraci bylo zpriimérovano do jedné reprezentativni struktury s pomoci softwaru
DAMAVER. Multifazové modelovani komplexu CaMKK2 S100-14-3-3y bylo provedeno
v programu MONSA (Svergun, 1999). Rigidni modelovani bylo realizovano s pomoci

programu CORAL (Petoukhov et al, 2012a). Vychozimi strukturami pro modelovani
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byla krystalova struktura kinasové domény CaMKK2 (PDB kod 5UY6) a 14-3-3y (PDB
kod 2B05). Analyza na zakladé souborné optimaliza¢ni metody (EOM - zangl.

Ensemble Optimization Method) byla provedena v programu EOM (Bernadé et al,
2007).

3) CaMKK2 a Ca?*/CaM

Analyza dat z malouhlového rozptylu svétla zahrnovala obvyklé postupy jako
v pripadé analyzy komplexu CaMKK2:14-3-3y. Méreni byla provedena v totoZném
pufru a pro riizné koncentracni série individudlnich komponent a komplexu:
CaMKK?2 2,3-5 mg.ml-1; CaM 0,8-3,9 mg.ml-! a komplex CaMKK2:Ca?*/CaM 2,4 - 10,7

mg.ml! (1:1 molarni stechiometrie).
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5 VYSLEDKY

5.1 Exprese a purifikace

5.1.1 ASK1-TBD

Na zakladé predikce sekundarni struktury byly pro studium thioredoxin-
vazebné domény ASK1 (ASK1-TBD) navrzeny jeji kratsi verze (46-302, 88-302, 46-
322 a 88-322). Optimalni vytézky, kvalitu a Cistotu poskytla pouze exprese a
purifikace konstruktu ASK1 88-302. Protein byl exprimovan zpravidla v 61 TB média
pri 25°C pres noc pomoci leakage exprese. Purifikace probihala dvoukrokové, pomoci
niklové chelata¢ni chromatografie a gelové permeacni chromatografie na koloné
Hiload 26/60 Sup 75 (viz obr 5.1, str. 75). Standardni vytézky z tohoto mnoZstvi se
pohybovaly kolem 1,5 mg na 11 TB média. Cistota a integrita proteinu byla dostacujici
pro dalsi experimenty, jak je patrné z obr. 5.1 A a 5.1 C. ProtoZe ASK1-TBD migrovala
mirné rychleji, byl vzorek ovéren pomoci MS. LC-MS/MS analyza potvrdila, Ze se

nejedna o produkt degradace, ale o jeji celistvou formu.

V této praci bylo pripraveno stejnym postupem 7 cysteinovych mutant ASK1-
TBD (C120S, C185S, C200S, C206S, C225S, C226S, C250S) s cilem studovat jejich
vyznam prii interakci s TRX1. Purifikace cysteinovych mutanti ASK1-TBD byla
provedena ve spolupraci s Dr. Katarinou PSenakovou a vytezky byly srovnatelné
s ASK1-TBD WT. Nizsi vytézek byl zaznamenan pouze v pripadé mutantu C120S,
ktery pravdépodobné souvisi s jeho teplotni nestabilitou (ovéreno mérenim DSF, viz
tab 5.1, str. 90). Dr. Veronika ObSilova pripravila tryptofanové mutanty F132W,
F175W, F242W a F272W pro stukturni studie.
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Obr. 5.1 Souhrn purifikace ASK1-TBD. A - Vizualizovany 15% (w/w) gel z SDS-PAGE analyzy
frakci z niklové chelatacni chromatografie. Do prvni drahy byl nanesen standard
molekulovych vah (uvedena relativni molekulovd hmotnost je vydélena faktorem 1000). B -
Chromatogram eluce prii gelové permeacni chromatografii ASK1-TBD na koloné Hiload
26/60 Sup 75 srychlosti pritoku 2 ml/min. Pozice mrtvého objemu kolony je oznacena
cervenou znackou. C - Vizualizovany 15% (w/w) gel z SDS-PAGE analyzy frakci ziskanych
z gelové permeacni chromatografie. Frakce B5-C5 obsahuji protein, jehoZ zéna migrace

odpovida relativni molekulové hmotnosti ASK1-TBD s C-koncovou histidinovou kotvou (~

25500).
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5.1.2 TRX1

Lidsky thioredoxin TRX1 C73S byl exprimovan zpravidla ve 31 LB média pri
30°C pomoci IPTG indukce pres noc. Dale byl protein purifikovan prostrednictvim
niklové chelatatni chromatografie a gelové permeac¢ni chromatografie na Sup 75
10/300 GL (viz obr. 5.2, str. 77).

Po gelové filtraci byly slouceny frakce A9-B1 (viz obr. 5.2 C), které obsahovaly
protein s minimalnim vyskytem necistot. Vysledna cistota a integrita vzorku byla
vhodna pro dalsi studie.

Mutantni forma TRX C73S je vtéto praci nazyvana jako TRX1. Dale byl
pripraven i TRX1 WT s péti cysteiny, od néhoZ byly odvozeny dal$i mutanty,
konkrétné C32S, C35S, C62S, C69S. Pro studium vlivu tryptofanu v blizkosti aktivniho
centra pri interakci s ASK1 byl ptipraven mutant W31F. Vytezky vSech mutantl byly

srovnatelné s WT, tedy priblizné 6 mg na 11 LB média.
5.1.3 CaMKK2

V ramci tohoto projektu byla pozornost soustfedéna na ulohu fosforylacnich
mist Serl% a Ser>11 vinterakci se 14-3-3 proteinem. Ztoho diivodu byl proces
fosforylace na mnoha dalSich mistech nezadoucim elementem. S cilem potlacit tento
jev byla mutageneze cilena na konzervovany DFG motiv proteinkinas za vzniku
katalyticky inaktivniho mutantu CaMKK2 D330A4, ktery byl pouZit jako templat pro
dal$i mutantni varianty CaMKK2 S100 a CaMKK2 S100,5112 Ostatni PKA mista
(Thr4> a Ser495) byly nahrazeny alaninem. Exprese CAaMKK2 (93-517) byla provedena
ve 4] autoindukénich medii ZY pti 20 °C po dobu 17 hod. Purifikace byla provedena
v nékolika krocich, pomoci niklové chelatatni chromatografie (viz obr. 5.3 A, str. 78)

a gelové permeacni chromatografie.

25100 - varianta CaMKK2 (93-517) T145A, D3304A, S495A S511
S$100,511 - varianta CaMKK2 (93-517) T145A, D330A, S495A
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Obr. 5.2 Souhrn purifikace TRX1. A - Vizualizovany 15% (w/w) gel z SDS-PAGE analyzy po
niklové chelata¢ni chromatografii. Do prvni drahy byl nanesen standard molekulovych vah
(uvedena relativni molekulova hmotnost je vydélena faktorem 1000). B - Chromatogram
eluce pri gelové permeacni chromatografii TRX1 na koloné Sup 75 10/300 GL s rychlosti
pratoku 0,5 ml/min. Pozice mrtvého objemu kolony je oznacCena Cervenou znackou. C -
Vizualizovany 15% (w/w) gel z SDS-PAGE analyzy frakci z gelové permeac¢ni chromatografie.
Frakce A8-B1 obsahuji protein, jehoZ z6na migrace odpovida relativni molekulové hmotnosti

TRX1 s N-koncovou histidinovou kotvou (~ 13000).
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Po niklové chelata¢ni chromatografii byl protein dialyzovan a druhy den byla
pomoci TEV proteasy odstépena fuzni kotva - 6xHis-G_B1 protein (obr. 5.3 B). Dalsi
purifika¢ni krok byl proveden na koloné Hiload 26/60 Sup75 (viz obr. 5.4, str. 79).
Frakce, které obsahovaly produkt degradace v minimalnim mnozstvi (A5-B9) byly

slouceny a protein byl fosforylovan pomoci komercni PKA.
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Obr. 5.3 12% (w/w) vizualizované gely z SDS-PAGE. Do prvni drahy byl nanesen standard
molekulovych vah (uvedena relativni molekulova hmotnost je vydélena faktorem 1000). A -
Analyza frakci po niklové chelata¢ni chromatografii CaMKK2 S100. Do druhé a treti drahy byl
nanesen vzorek sonikatu a pelety. Drahy 2-7 obsahuji protein, jehoZ zéna migrace odpovida
relativni molekulové hmotnosti fizniho proteinu CaMKK2 S100 sGB_1 proteinem
a histidinovou kotvou (~ 56000). B - St&peni fuizniho proteinu TEV proteasou po dobu 1 hod
pti 30°C. Draha 1 obsahuje vzorek pred Stépenim. Zéna migrace CaMKK2 S100 odpovida jeho

relativni molekulové hmotnosti (~ 47500).

Rezidualni ATP bylo po fosforylatni reakci odstranéno pomoci gelové
permeacni chromatografie, tentokrat na koloné Sup 75 Increase 10/300 GL (viz obr.
5.5, str. 80). Vysledny protein byl ziskan jiz v optimalni Cistoté pro dalsi experimenty.
Fosforyla¢ni status byl ovéreni pomoci hmotnostni spektrometrie. Degradace
proteinu je zndmkou exprese proteinu v E. coli, ale z diivodu rychlého priibéhu

purifikace se podarilo tento jev omezit na minimum.
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Obr. 5.4 Chromatogram eluce pri gelové permeacni chromatografii CaMKK2 S100 na koloné
Hiload 26/60 Sup 75 srychlosti priitoku 2 ml/min. Pozice mrtvého objemu Kkolony je
vyznacena cervenou znackou. VloZeny obrazek predstavuje 12% (w/w) vizualizovany gel
z SDS-PAGE analyzy frakci B5-C3 (vyznaceno v chromatogramu). Do prvni drahy byl nanesen
standard molekulovych vah (uvedend relativni molekulovd hmotnost je vydélena faktorem

1000). Zéna migrace odpovida relativni molekulové hmotnosti CaMKK2 S100 (~ 47500).
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Obr. 5.5 Chromatogram eluce pri gelové permeacni chromatografii CaMKK2 S100 na koloné
Sup 75 Increase 10/300 GL s rychlosti priitoku 0,5 ml/min. Pozice mrtvého objemu kolony je
vyznacena cervenou znackou. Vlozeny obrazek predstavuje 12% (w/w) vizualizovany gel
z SDS-PAGE analyzy frakci A5-B2 (vyznaceno v chromatogramu). Do prvni drahy byl nanesen
standard molekulovych vah (uvedend relativni molekulovd hmotnost je vydélena faktorem

1000). Zéna migrace odpovida relativni molekulové hmotnosti CaMKK2 S100 (~ 47500).

5.1.4 CaM

Potkani forma kalmodulinu byla exprimovana pomoci IPTG indukce v 61 LB
média pri 25 °C po dobu 12 hod. Protein byl purifikovan pomoci hydrofébni
interakcni chromatografie a gelové permeacni chromatografie na koloné Sup 75
Increase 10/300 GL. Standarni vytézek z 11 LB média byl 2 mg. Vysledna cistota

proteinu byla optimalni pro dalsi studie (viz obr. 5.6, str. 81).
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Obr. 5.6 Souhrn purifikace kalmodulinu. Chromatogram eluce pri gelové permeacni
chromatografii kalmodulinu na koloné Sup 75 Increase s rychlosti pritoku 0,5 ml/min.
Pozice mrtvého objemu kolony je vyznacena cervenou znackou. VloZeny obrazek predstavuje
15% (w/w) vizualizovany gel z SDS-PAGE analyzy v pribéhu purifikace. Do prvni drahy byl
nanesen standard molekulovych vah (uvedena relativni molekulovd hmotnost je vydélena
faktorem 1000). Druha draha obsahuje vzorek po hydrofobni interak¢ni chromatografii
atreti draha vzorek sonikatu. Drahy 3-9 odpovidaji frakcim A12-B7 (vyznaceno

v chromatogramu). Z6na migrace odpovida relativni molekulové hmotnosti CaM (~ 17000).
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5.1.5 14-3-3y

DNA lidské izoformy 14-3-3y (1-247) nebo jeho kratsi verze 14-3-3yAC (1-
234) s N-koncovou histidinovou kotvou a TEV Stépnym mistem byla klonovana do
plasmidu pET-15b mezi mista Ndel a BamHI. Protein byl exprimovan prostiednictvim
IPTG indukce pri 30 °C a 190 ot/min po dobu 17 hod. Po niklové chelatacni
chromatografii a Stépeni TEV proteasou byl predialyzovan do pufru obsahujiciho
50mM Tris (pH 7,5), 1ImM EDTA, 1mM DTT a 10 % (w/v) glycerol. Protein byl
nanaSen na kolonu MonoQ (GE Healthcare, USA) v nepfitomnosti NaCl (u méné
stabilnich proteintli se pouziva nizka koncentrace NaCl, napt. 10mM), aby mohlo dojit
k jeho efektivni vazbé na nosi¢ na zakladé elektrostatické interakce. Eluce probihala
v pufru 50mM Tris (pH 8,0), 1mM DTT s gradientem NaCl (0-1M) v ¢asovém rozmezi
20 minut. Protein byl dale purifikovan pomoci gelové permeacni chromatografie na
koloné Hiload 26/60 Sup 75 v pufru obsahujicim 20mM Tris (pH 7,5), 150mM Nac(l,
1mM EDTA, 5mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Protein 14-3-3y, 14-3-3yAC byly
pripraveny Mgr. Danou Kalabovou a Mgr. Olivii Petrvalskou. Standardni vytézky se
pohybovaly kolem 10 mg na 1 1 LB média. Finalni Cistota proteinu byla uspokojiva pro
dalSi experimenty (viz obr. 5.7). Fotografie gelu byla prevzata od Mgr. Olivie

Petrvalské.

2 | —-..--— =

Obr. 5.7 15% (w/w) vizualizovany gel z SDS-PAGE analyzy frakci po gelové permeacni
chromatografii na koloné Hiload 26/60 Sup 75 s rychlosti priitoku 2 ml/min. Do prvni drahy
byl nanesen standard molekulovych vah (uvedena relativni molekulova hmotnost je vydélena
faktorem 1000). Z6na migrace proteinu odpovida relativni molekulové hmotnosti 14-3-3y (~

28400).
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5.2 Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexu

ASK1-TBD:TRX1 za redukujicich podminek

5.2.1 Sedimentacni analyza ASK1-TBD a TRX1

Jednim z cilG této prace bylo objasnéni regulacniho mechanismu ASK1-TBD
skrze vazbu bunéc¢ného redoxniho senzoru - TRX1. V prvé radé byla charakterizace
vzajemné interakce provedena v redukénim prostredi. NaruSeni redukéni rovnovahy
vlivem oxidativniho stresu a dalSich podnéti by mélo vést k disociaci komplexu
a aktivaci ASK1. Zamérem sedimentacni analyzy bylo tedy stanoveni vazebné afinity
a vazebné stechiometrie v reduk¢nich nebo oxidujicich podminkach.

Méreni za redukénich podminek byla provedena pfi 48000 ot.min! v pufru
obsahujicim 3-ME. V disledku nizké absorbance obou proteint byla k analyze pouzita
data ziskana interferencni optikou. Existoval zde i jisty predpoklad, Ze by interakce
mohla byt zprostfedkovana mezi urcitymi cysteiny obou proteind. Z toho diivodu
byly provedeny série experimentii, kde byla porovnana vazebna afinita mezi ASK1-
TBD WT a TRX1 mutantt nebo naopak mezi cysteinovymi mutanty ASK1-TBD a TRX1
WT.

Z distribuc¢ni funkce sedimentacnich koeficienti na obr. 5.8 A (viz str. 84) je
patrné, ze ASK1-TBD tvori s TRX1 komplex, jehoZ vazeny primeérny sedimentacni
koeficient sw(zow) (zkorigovany na 20 °C a hustotu vody) je 3,0 S. Hodnota koeficientu
pro samotnou ASK1-TBD ¢inila 2,4 S a koeficient pro TRX1 byl 1,6 S. Hodnoty
sedimentacnich koeficientii samotnych proteinti odpovidaji molekulové hmotnosti
~25 a ~12 kDa, coz je vsouladu s teoretickou molekulovou hmotnosti monomeri
TRX1 (~12,99 kDa) a ASK1-TBD (~ 25,57 kDa). Hodnota sedimentacniho koeficientu
komplexu, odpovidajici molekulové hmotnosti ~ 33 kDa, napovida, Ze ASK1-TBD

a TRX1 tvori komplex v molarnim poméru 1:1 (teoretickd molekulova hmotnost ~

38,5 kDa).
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Obr. 5.8 Biofyzikdlni charakterizace interakce mezi ASK1-TBD a TRX1 za redukujicich

podminek metodou sedimentacnich rychlosti. A — Normalizovana kontinualni distribuce

sedimentacnich koeficienti c(s) pro ASK1-TBD (¢erna), TRX1 (Cervend) a ASK1-TBD a TRX1

smisenych vpoméru 1:1 (modra). B — izoterma vazenych priméri sedimentacnich

koeficientli s. (dale jen izoterma s ) ziskana z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-

TBD (5uM) a TRX1 (3-50uM). VloZeny obrazek predstavuje kontinualni distribuce

sedimentacnich koeficientd c(s) za rliznych podminek méteni (koncentrace a riizné molarni

pomeéry), jejichZ integraci byly ziskany hodnoty s.,

K ziskani parametru vzajemné vazebné afinity v podobé zdanlivé disocia¢ni

konstanty Kp byla provedena titrace ASK1-TBD thioredoxinem v 5 rtiznych molarnich

pomeérech (ASK1-TBD: TRX1 5:3, 1:1, 1:2, 1:4 a 1:10) pri neménné koncentraci ASK1-

TBD (5uM).

Na obr. 58 B je vynesena izoterma komplexu ASK1-TBD a TRX1 za

redukujicich podminek, jejiZ nejlepsi vypocet s aplikaci 1:1 Langmuirova vazebného

modelu poskytl hodnotu Kp ~ 0,3 * 0,1uM. Vysledky analyzy byly verifikovany

primym modelovanim Lammovy rovnice vprogramu SEDPHAT (neuvedeno).

Experiment potvrdil tvorbu stabilniho komplexu pritomnych proteinti v poméru 1:1.

Nékteré studie navrhuji, Ze aktivace c-Jun N-terminalni kinasy pri oxidativnim

stresu byla iniciovana naruSenim kovalentni interakce mezi ASK1 cysteinem 250

a cysteinem 32 z katalytického centra TRX1 (Zhang et al., 2004; Nadeau et al, 2009).
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PrestoZe se zminény mechanismus aktivace zda velmi nepravdépodobny v silné
redukujicim prostredi cytosolu, rozhodli jsme se tuto hypotézu ovérit. Experimenty
sedimentacni analyzy byly rovnéZz provadény v silné redukujicim prostredi (2mM
nebo 5mM [-ME), ale spredpokladem reverzibilni wvazby. Studium tvorby
intermolekularnich disulfidli byla provedeno prostiednictvim neredukujici SDS-PAGE
a jeji vysledek je uveden na obr. 5.9. Proteiny byly dialyzovany proti pufru bez
redukcnich cCinidel a nasledné analyzovany na SDS-PAGE za redukujicich
a neredukujicich podminek. Z obr. 5.9 je patrné, Ze ani po 36 hod dialyzy nebyl

pozorovan vznik intermolekularnich disulfidi.

ASK1-TBD TRX1 ASK1-TBD:TRX1
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Obr. 5.9 15% (w/w) vizualizované gely z neredukujici (A) a redukujici (B) SDS-PAGE analyzy
ASK1-TBD, TRX1 a komplexu ASK1-TBD:TRX1. Proteiny byly dialyzovany pti 4 °C proti pufru
obsahujicim 20mM Tris (pH 7.5) a 200mM NaCl. Vzorky byly odebirany pted dialyzou, po 12
a 36 hod dialyzy. Komplex byl ptipraven v poméru 1:1.
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Dale byly studovany dvé mutantni verze TRX1, konkrétné TRX1 CS (Cys3?
a Cys3> aktivniho centra nahrazeny serinem) a TRX1 W31F. Diivodem, proc¢ byl
nejprve charakterizovan vliv téchto mutaci, je jejich lokalizace v aktivnim centru
TRX1, jehoz funkce je klicova pri regulaci proteinti pomoci redoxniho mechanismu.
Mutace cysteinti v katalytickém motivu 31WCGPC35> vede k tplné inhibici interakce
s ASK1 (Fujino et al.,, 2007; Liu, 2002; Saitoh et al, 1998) a oxidace cysteinl ovliviiuje
konformaci konzervovaného Trp3! (Qin et al, 1996; Weichsel et al.,, 1996).

Vzhledem k ocekavané nizs$i vazebné afinité a ke spolehlivému urceni Kp
téchto komplexti byla koncentrace ASK1-TBD zvySena na 20 pM. Koncentracni
poméry ASK1-TBD:TRX1 CS byly zvoleny 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 a 1:5. V pripadé TRX1
W31F byly vybrany koncentra¢ni poméry 4:3, 1:2, 1:4, 1:10 a 1:29. VSechny vazebné

izotermy sw byly ziskany opét s pouzitim 1:1 Langmuirova vazebného modelu.

A B

TRX1 CS + ASK1-TBD WT
Ko= 900 £ 200 uM 1

g‘ .
19F=»
o
v ’\\ A
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17 . : 174 .
107 107 107 107 10°
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Obr. 5.10 Izotermy vdZenych priuméri sedimentacnich koeficientii ziskanych ze sedimentacni
analyzy mutantii TRX1 CS (A) a TRX1 W31F (B) za redukujicich podminek. A - izoterma s
ziskana z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (20uM) a TRX1 CS (5-100uM). B -
izoterma sy ziskana z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (20uM) a TRX1 W31F
(15-290uM). VloZené obrazky predstavuji kontinualni distribuce sedimentacnich koeficienti
¢(s) za raznych podminek méreni (koncentrace a rtizné molarni pomeéry), jejichz integraci

byly ziskany hodnoty s.

Na zakladé vysledkd sedimentacni analyzy za redukujicich podminek (viz obr.
5.10) je ziejmé, ze prvky katalytického motivu TRX1 (Cys32 a Cys3?, Trp3!) opravdu
sehravaji v interakci velmi zasadni roli. Dramaticky pokles vazebné afinity u TRX1 CS

vuci ASK1-TBD (Kp ~ 900 + 200uM, obr. 5.10 A) ukazuje, Ze cysteiny aktivniho centra

86



jsou nezbytné zapojeny do interakce s ASK1-TBD. V dané souvislosti to znamena, Ze
doSlo témér kuplnému potlaCeni interakce. Podobné byl pozorovan i vyznamny
pokles v pripadé mutantu TRX1 W31F (Kp ~ 30 + 5uM, viz obr. 5.10 B, str. 86). Na
zakladé téchto méreni je evidentni, Ze interakce s ASK1 je podminéna strukturni
integritou katalytického motivu 3tWCGPC35.

Vdalsi fazi jsme se zamérili na detailnéjsi studium ostatnich cysteini
thioredoxinu pfi interakci. V téchto experimentech jsme se vratili k pvodnimu TRX1
WT (obsahujici cysteiny Cys32, Cys33, Cys®2, Cys®? a Cys’3). Z této varianty byly cilenou
mutagenezi pripraveny dal$i mutantni verze, konkrétné TRX1 C32S, TRX1 C35S,
TRX1 C62S a TRX1 C69S. Je znamo, Ze tyto mutace nemaji dopad na strukturu TRX1

(Qin et al, 1996; Weichsel et al.,, 1996).
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Obr. 5.11 Izotermy vdZenych primérii sedimentacnich koeficientii ze série experimentii
sedimentacni analyzy komplexu ASK1-TBD a TRX1 mutantii za redukujicich podminek. A -
TRX1 WT B - TRX1 C32S C - TRX1 C35S D - TRX1 C62S E - TRX1 C69S. Izoterma sy (A) byla
ziskana z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (5uM) a TRX1 WT (3-50uM).
Izotermy s. (B-E) byly ziskany z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (5uM)
aTRX1 WT (5-85uM). VlozZené obrazky piedstavuji kontinualni distribuce sedimentacnich
koeficientli c¢(s) za riznych podminek méreni (koncentrace a rtizné molarni poméry), jejichz

integraci byly ziskany hodnoty s.
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VSechny mutanty byly studovany z hlediska interak¢ni afinity vici ASK1-TBD
pomoci sedimentacni analyzy (viz obr. 5.11, str. 87). Koncentra¢ni poméry ASK1-
TBD:TRX1 WT byly zvoleny 5:3, 1:1, 1:2, 1:4 a 1:10. V pripadé ostatnich studovanych
mutantnich variant (obr. 5.11 B-E) byly vybrany koncentra¢ni poméry ASK1-
TBD:TRX1 1:1, 1:2, 1:4, 1:15 a 1:17. Koncentrace ASK1-TBD byla ve vSech pripadech
5 uM. VSechny vazebné izotermy sw byly konstruovany rovnéz s predpokladem
reverzibilniho vazebného modelu 1:1.

Z obr. 5.11 A je zfejmé, ze mutace C73S, ktera byla piivodné zavedena, nijak
neovlivnila schopnost interakce s ASK1-TBD (viz obr. 5.11 A, str. 87 a 5.8 B, str. 84).
Urcené Kp se témér shoduji a mensSi nuance jsou v souladu schybou urceni pri
modelovani Lammovych rovnic v programu SEDPHAT.

Na zakladé porovnani Kp mezi jednotlivymi mutanty je patrné, Ze pouze
mutant C32S vaze ASK1-TBD se signifikantné nizsi vazebnou afinitou (Kp ~ 12 + 3
uM). Ostatni mutanty prokazaly srovnatelnou afinitu s WT (Kp < 0,6 uM). Cystein 32
z katalytického centra TRX1 se v burikach nachazi ve formé thiolatového anionu, ¢imz
ma odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti ve srovnani s Cys35. VSe tedy nasvédcuje

tomu, Ze Cys3? je pro interakci s ASK1-TBD naprosto zasadni.

Na zakladé predchoziho studia cysteinu 250 a jeho potencidlni roli pfi
interakci s TRX1 jsme se rovnéz rozhodli charakterizovat funkci vSech cysteinti ASK1-
TBD. Cilenou mutagenezi bylo pripraveno celkové sedm cysteinovych mutantd,
konkrétné ASK1-TBD C120S, C185S, C200S, C206S, C225S, C226S a C250S. Kontrola
stability mutantli po zavedeni mutace byla provedena pomoci méreni DSF (viz
tabulka 5.1, str. 90). Tato méreni odhalila znatelny pokles teploty denaturace
u jediného mutantu, ASK1-TBD C120S. SniZeni teploty témér o 7 °C naznacuje, Ze tato
mutace vedla k destabilizaci terciarni struktury této domény. Z tohoto diivodu byl
mutant C120S vyloucen z dalSich experimentii. Ostatni mutanty byly studovany
pomoci sedimentacni analyzy analytickou ultracentrifugaci. Mutantni varianty C120S,
C185S, C200S, C206S, C225S a C226S byly michany s TRX1 WT v koncentracnim
poméru ASK1-TBD:TRX1 5:3, 1:1, 1:2, 1:4, 1:10. Koncentrace ASK1-TBD ve smési byla
5 uM. Vzhledem k oCekavané slabsi interakci mutantu ASK1 C250S byla jeho
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koncentrace navySena na 20 uM a proteiny byly michany v koncentra¢nich pomérech

ASK1-TBD:TRX1 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5.

[* ASK1.TBD C1858 + TR WT . ASK1.TBD G2068 + TRX1 WT |
2BF Ket 0.5 M o 261 Ko< 0.5uM |
24+
@
#22|
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Obr. 5.12 [zotermy vdZenych primérii sedimentacnich koeficientii ze série experimentii
sedimentacni analyzy komplexu TRX1 a ASK1-TBD mutantii za redukujicich podminek. A -
ASK1-TBD C185S + TRX1 WT B - ASK1-TBD C200S + TRX1 WT C - ASK1-TBD C206S + TRX1
WT D - ASK1-TBD C225S + TRX1 WT E - ASK1-TBD C226S + TRX1 WT F - ASK1-TBD C250S
+ TRX1. Izotermy sw (A-E) byly ziskany z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD
(5uM) a TRX1 WT (3-50uM). Izoterma sw (F) byla ziskana z méreni sedimentacni rychlosti
smeési ASK1-TBD (20uM) a TRX1 (5-100uM). Vlozené obrazky predstavuji ptvodni
kontinualni distribuce sedimentac¢nich Kkoeficientli c(s) za rGznych podminek méreni

(koncentrace a rtizné molarni poméry), jejichz integraci byly ziskany hodnoty s..

Tato méreni vcetné analyzy vazebnych izoterem nam poskytly srovnatelnou
hodnotu rovnovazné disociacni konstanty (Kp < 0,6 pM) pro vSechny mutanty
s vyjimkou mutantu C250S (viz obr. 5.12). Mutanty také vazaly TRX1 WT s podobnou
afinitou jako ASK1-TBD WT (Kp < 0,4 uM, obr. 5.11, str. 87). Vzhledem ke znatelnému
poklesu vazebné afinity u ASK1-TBD C250S (Kp ~ 50 + 10 uM) byl tento mutant
studovan detailnéji v ramci méreni Casové rozliSeného dohasinani fluorescence (viz

kap 5.2.3, str. 92).
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Tab. 5.1 Teploty tdni (T,) mutantnich forem ASK1-TBD ziskané pomoci DSF

Mutant ASK1 Tm [°C]2

WT 49,2+0,8
C120S 42,0 +0,1
€185 47,3+0,3
€200S 50,4 + 0,3
C206S 49,5+0,9
€225 48,4 +0,1
€226S 47,9+0,2
€250S 49,8+0,1
F175W 49,0 £0,2
F242W 52,1+0,1

astandardni odchylka byla vypocitana ze tfi riznych experimenti

5.2.2 Alkylace cysteinii spojena s MS detekci

Experimenty sedimentaCni analyzy odhalily, Ze jedind cysteinova mutace
ASK1-TBD na pozici 250 ma signifikantni dopad na interakci s TRX1 za redukujicich
podminek. PrestoZe ostatni mutantni varianty neprokazaly pfimy vliv na interakci,
vyvstala zde otazka jejich potencialni role pfi oxidaci. Rozhodli jsme tedy blize
charakterizovat pristupnost jednotlivych cysteini na povrchu ASK1-TBD pomoci
alkylace spojené s hmotnostni spektrometrii, coZz mimo jiné pomohlo i k ziskani
dal$ich strukturnich detail ohledné této domény.

Analyza byla zaloZena na stejném principu jako pri méreni vodik/deuteriové
vymény. Alkylovany protein za nativnich podminek (viz kap. 4.3.5.3, str. 64) byl
Stépen na pepsinové koloné a primo analyzovan prostrednictvim LC-MS/MS.
Modifikace cysteinu Cys120 nebyla viibec zaznamendna (viz obr. 5.13 A, str. 91),
protoze se pravdépodobné nachazi uvnitt hydrofébniho jadra, ¢imZz se podili na
stabilizaci terciarni struktury. Tuto domnénku podporuje i velmi Spatna teplotni

stabilita mutantu C120S (viz tab. 5.1, str. 90).
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Obr. 5.13 Pristupnost a reaktivita cysteinii ASK1-TBD na zdkladé znaceni iodoacetamidem a
MS detekce. Chromatogramy vybranych peptidi ASK1-TBD, kde byla sledovana alkylace
cysteinli. Chromatogramy jsou barevné odliSeny v zavislosti na stupni modifikace - zadna
modifikace (Cernd), jedna modifikace (Cervena), dvé modifikace (modra). Jednotlivé oddily
reprezentuji tyto peptidy: A - ESEALQSLREACETVGATL (C120); B - YCDTNSDSLQSL (C185);
C -KEIICQKNTMCTGN (C200 and C206); D - YTFVPYMITPHNKVYCCDSSF (C225 and C226);
E -ELLLGPICL (C250). Odpovidajici poméry hmota/naboj (m/z) daného peptidu jsou

uvedeny nad chromatogramy.

Ostatni cysteiny byly modifikovany v rizné mire. Cysteiny na pozicich 200,
206 a 250 byly modifikovany témér kompletné (viz obr. 5.13 C, E). Analyza potvrdila
modifikaci C185 pouze ze ~ 40% (viz obr. 5.13 B). Sousedni cysteiny Cys?2> a Cys?226
(obr. 5.13 D) byly modifikovany z ~ 80% a ~ 20 % daného peptidu bylo fosforylovano

pouze na jednom z téchto cysteinti. Detailni analyza nebyla schopna rozlisit, o ktery
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z dvojice cysteinl se jedna. Z vysledkl vyplyva, Ze cystein na pozici 185 a jeden

z cysteinli paru 225 a 226 je pouze ¢astecné pristupny na povrchu ASK1-TBD.
5.2.3 Casové rozlisena fluorescence

Trp3! se nachazi vkatalytickém motivu TRX1 a dosavadni vysledky
sedimentacni analyzy potvrdily jeho dtlezitou ulohu pri interakci s ASK1-TBD.
Vhodnou metodou pro studium lokalnich konformacnich zmén v okoliho tohoto
tryptofanu byla casové rozliSena fluorescence, kdy bylo moZné cilené detekovat
zmény v jeho mikrookoli pri tvorbé komplexu TRX1 s ASK1-TBD i ASK1-TBD C250S.
Nesporna vyhoda v tomto pripadé spociva i v tom, Ze jsme se vyhnuli dalsi modifikaci
obou proteind. Méreni casové rozliSené fluorescence nam poskytuje informace
ohledné dynamiky struktury v blizkosti fluoroforu, flexibilit¢ nebo o zménach

lokalnich interakénich kontaktii s okolnim prostiredim.

1) ASK1-TBD + TRX1
Oba typy dohasinani byla vyhodnocena s pouZitim metody maximalni entropie

(viz kap. 4.3.8, str. 68).

Tab. 5.2 Souhrn méreni dohasindni intenzity a anizotropie fluorescence Trp3!

Vzorek Tmean®® ﬁIb’d ¢1 be ﬂzb'd @b,e ﬁ.’s’b’d %b,e ﬁlongb’d ¢ongb’e
(ns) (ns) (ns) (ns) (ns)

TRX1 1,62 0,018 <01 0,069 1,7 - - 0,133 10

TRX1+ 3,34 - - - - 0,079 3,3 0,141 30

ASK1-TBD WT

TRX1+ 4,52 0,026 <01 0,024 1,3 0,034 3,8 0,136 38

ASK1-TBD C250S

aStredni doba Zivota excitovaného stavu (7mean) byla vypocitana podle rovnice 5.
b Anizotropie fluorescence byla analyzovana jako soubor exponencielnich funkeci (rovnice 6),
kde amplitudy f; reprezentuji distribuci rota¢nich korelacnich cast ¢

Pocate¢ni anizotropie Trp3! pro v8echny vzorky byla ro = 0,22 + 0,01. Amplitudy f; byly
vypocteny z fB1 = ro - (fBz+ B3+ Piong) pro kazdy vzorek.

¢SD = 0,05 ns.
dSD = 0,005
eSD =15%
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Méreni dohasinani intenzity fluorescence poskytlo hodnotu stredni doby
Zivota excitovaného stavu (7mean) Trp3! samotného TRX1 i v komplexu s ASK1-TBD.
Pozorované zvyseni tohoto parametru z 1,62 ns na 3,34 ns (viz tab. 5.2, str. 92) odrazi
zmény v okoli tryptofanu pii tvorbé komplexu. Zmény mohou byt zplisobeny napft.
lokalni konformacni zménou, kterd ovlivni interakce Trp3! s jeho okolim. Pripadné
mohou poukazovat i na prfimou interakci Trp3! s ASK1-TBD, ¢imZ dochazi k omezeni
jeho kontaktu s polarnim prostifedim nebo zméné zhasecich interakci v jeho blizkém

okoli. Pomérné mala hodnota zmean Samotného TRX1 je zapric¢inéna jeho lokalizaci na

povrchu proteinu (viz obr. 2.3, str. 22).
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Obr. 5.14 Meéreni casové rozliSeného dohasindni fluorescencni anizotropie Trp3l A -
Dohasinani anizotropie fluorescence pro TRX1 v nepritomnosti (©) a v pritomnosti (e) ASK1-
TBD. Spravnost obou vypocitanych krivek dokazuje rezidualni funkce uvedena v panelech
nize (Seda pro TRX1 a cernd pro komplex ASK1-TBD:TRX1). Kvalita vypoctu je dale
prokazana souborem autokorelacnich funkci uvedenych v pravém hornim rohu (Seda pro
TRX1 a cerna pro complex ASK1:TRX1). B - Distribuce rotac¢nich korela¢nich ¢asi Trp3?
v nepritomnosti a pritomnosti ASK1-TBD. Nerozlisitelna komponenta s kratkym korelacnim

Casem (¢ < 100 ps) samotného TRX1 neni v grafu uvedena.
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Dohasinani anizotropie fluorescence Trp3! TRX1 v pritomnosti
anepritomnosti ASK1-TBD (obr. 5.14 A, str. 93) odhalilo signifikantni zmény
vrotacnim pohybu tryptofanu 31. V piipadé samotného TRX1 miiZeme pozorovat
mnohem rychlejsi pokles depolarizace fluorescence nez v komplexu. Pomalejsi pokles
poukazuje na sniZenou segmentalni flexibilitu katalytického motivu, v némz se Trp3!
nachazi. Tato pozorovani dobte koreluji i se zvySenou hodnotou stfedni doby Zivota
pii interakci, kdy omezend mobilita tohoto motivu zpiisobila, Ze Trp3! se stal méné
pristupny polarnimu rozpoustédlu.

Analyza dohasinani anizotropie fluorescence samotného TRX1 poskytla tri
druhy rotacnich korela¢nich casi, které odrazi dynamické pohyby v ramci molekuly
na rlzné urovni (viz tab. 5.2, str. 92). Velmi kratky korelacni Cas ¢; (< 100 ps)
odpovida vlastnimu pohybu tryptofanu a druhy kratky korela¢ni €as ¢; (1,7 ns)
segmentalnim pohybu v okoli tohoto tryptofanu. Treti korelacni ¢as ¢iong s hodnotou
10 ns odpovida rota¢nimu pohybu celé molekuly (TRX1) a ziskana hodnota se blizi
hodnoté pro globularni protein s velikosti 13 kDa (Lakowicz, 2006). Tvorba
komplexu potlacila moZnost pozorovat kratké korelac¢ni Casy, ale zaroven doSlo ke
zvySeni korelacniho ¢asu odpovidajiciho segmentalnim pohybtim z 1,7 ns na 3,3 ns
(@2 > ¢3 (viz tab. 5.2, str. 92). Suma amplitud kratkych komponent Bsnort (Bshore = f1 + P2
+ [3) se rovnéz snizila, coz indikuje vétsi omezeni ihli pohybu. VSechny tyto vysledky
nasvédcuji velmi sniZené segmentalni flexibilité katalytického motivu s pritomnym
Trp3l. Pozorovana hodnota ¢ong (30 ns) odpovida teoretické molekulové hmotnosti
komplexu (38,6 kDa). Spolecné spozorovanim poklesu vazebné afinity
u tryptofanového mutantu TRX1 W31F (viz obr. 5.10 B, str. 86) se zda, Ze tato

aminokyselina, exponovana na povrchu TRX1, pfimo interaguje s ASK1-TBD.

2) ASK1-TBD C250S + TRX1

Méreni v pripadé mutantu ASK1-TBD C250S prinesla zajimava zjisténi.
Vysledky uvedené vtab. 5.2 (viz str. 92) poukazuji na rozdilné hydrodynamické
vlastnosti Trp3! u TRX1 v komplexu s ASK1-TBD C250S ve srovnani s WT. Analyza
dohasinani anizotropie fluorescence poskytla ¢tyri druhy rotacnich korelac¢nich c¢ast -
kratky korelac¢ni Cas ¢; (< 100 ps), dva delsi korelacni ¢asy odpovidajici segmentalnim

pohybim ¢, (1,3 ns) a ¢3 (3,8 ns) a dung (38 ns), jehoz velikost poukazuje vznik
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komplexu s TRX1. Sedimentacni analyza vSak potvrdila niZsi vazebnou afinitu ASK1-
TBD C250S k TRX1 ve srovnani s WT. Simultanni pozorovani ¢; a ¢, (pro samotny
TRX1) a ¢3 (TRX1 vazany v komplexu) rovnéZz poukazuje na Castecnou tvorbu
komplexu, kde pouze cast TRX1 interaguje s ASK1-TBD C250S. Zajimavé v této
souvislosti je zvySeni @iong (z 30 ns na 38 ns) i signifikantni nartist zmean (z 3,34 ns na
4,52 ns). Na zakladé téchto pozorovani lze odhadovat, Ze Trp3! z TRX1 interaguje
s ASK1-TBD C250S odlisSnym mechanismem, v disledku rozdilné konformace ASK1-
TBD C250S nebo odlisSnych interakci na vazebném rozhrani. VSe tedy nasvédcuje
tomu, Ze Cys2°0 se nachazi v blizkosti vazebného povrchu téchto proteint a je

nezbytny pro korektni interakci mezi ASK1-TBD a TRX1.

3) Tryptofanové mutanty ASK1-TBD

Vzhledem k nedostatku strukturnich informaci ohledné ASK1-TBD domény,
byla pomoci fluorescen¢nich méreni rovnéz studovana jeji strukturni flexibilita.
Cilova mutace fenylalanind byla provedena v ramci celé sekvence ASK1 domény na
pozicich 132, 175, 242 a 272, abychom ziskali informace o okoli daného tryptofanu
a globalni pohled na strukturni dynamiku ASK1-TBD.

Tab. 5.3 Souhrn méreni dohasindni intenzity a anizotropie fluorescence tryptofanovych

mutantit ASK1-TBD

ASK1-TBD Tmean®C Pibd dibe P dabe
W mutant (ns) (ns) (ns)
W132 4,62 0,033 2,7 0,190 18
W175 5,35 0,038 2,0 0,180 18
w242 4,94 0,020 5,0 0,192 18
w272 4,22 0,032 2,5 0,162 16
0,013 aggr.
(>50)

aStredni doba Zivota excitovaného stavu (7mean) byla vypocitana podle rovnice 5.
b Anizotropie fluorescence byla analyzovana jako soubor exponencielnich funkci (rovnice 6)

kde amplitudy f; reprezentuji distribuci rota¢nich korelacnich ¢ast ¢

¢SD = 0,05 ns.
dSD = 0,005
eSD =15%
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Vysledky téchto méreni jsou uvedeny v tab. 5.3, viz str. 95. U vSech mutanti
byla pozorovana relativné dlouha stfedni doba Zivota excitovaného stavu zmean (V
rozmezi 4,22-5,35 ns), coZz napovida, Ze vSechny tryptofany se pravdépodobné
nachazi v hydrofébnich oblastech neptistupnych polarnimu prostiedi (Schauerte &
Gafni, 1989). Z analyzy dohasinani anizotropie fluorescence byly zjiStény velmi malé
amplitudy u nejrychlejSiho rota¢niho a segmentalniho pohybu samotného tryptofanu
(B1). Malé amplitudy korelacniho Casu ¢; znaci omezeny pohyb tryptofanti v téchto
pozicich, coZ znamena, Ze se nachazi v rigidnich oblastech. Vysledna data naznacuji,

ze ASK1-TBD je velmi kompaktni a rigidni doména.

5.2.4 CD spektroskopie

Vzhledem k absenci strukturnich informaci ohledné domény ASK1-TBD nam
meéreni cirkularniho dichroismu poskytlo informace ohledné orientacniho zastoupeni
prvki sekundarni struktury. Simultdnné bylo provedeno i méfeni v blizké oblasti UV

(250-320 nm), kde je moZno pozorovat zmény v terciarni strukture pri vzniku

komplexu.
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Obr. 5.15 Mérenf cirkuldrniho dichroismu. A - Srovnani far-UV CD spektra komplexu ASK1-
TBD:TRX1 (plna ¢ara) se souctem individualnich spekter ASK1-TBD a TRX1 (te¢kovana ¢ara)
B - Srovnani near-UV CD spektra komplexu ASK1-TBD:TRX1 (plnd C¢ara) se souctem
individualnich spekter ASK1-TBD a TRX1 (teCkovana ¢ara).

Analyzou spektra samotné ASK1-TBD s pomoci K2D metody (Andrade et al,
1993) bylo zjisténo, Ze ASK1-TBD obsahuje ~ 35% a-helikalni struktury, ~ 20% f3-
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struktury a ~45% nestrukturovanych oblasti, coZ je v souladu s teoretickou predikci
sekundarni struktury s pomoci on-line nastroje PSIPRED (35% a , 15%  a 50%
nestrukturovanych oblasti)(Jones, 1999).

Na obrazku 5.15 A (viz str. 96) je far-UV CD komplexu ASK1-TBD:TRX1
(michanych ve stechiometrii 1:1), které pri srovnani se souctem spekter samotnych
proteind nevykazuje Zadné zmény v sekundarni strukture.

Tvorba komplexu rovnéz nevyvolala signifikantni zmény v terciarni strukture
(viz obr. 5.15 B). MenSi diference byly pozorovany pouze v oblasti 275-295 nm, které
nejspiSe reflektuji konformacni zménu Trp3! pri vzniku komplexu. Ziskané informace
jsou tedy plné konzistentni svysledky z méreni Casové rozliSené fluorescence.

Shrnutim téchto poznatkli Ize konstatovat, ze ASK1-TBD je velmi rigidni doména,

u které nedochazi k signifikantnim konformac¢nim zménam ani pri vazbé TRX1.
5.2.5 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni zastava v oblasti strukturni biologie
svou nezastupitelnou tlohu. Hlavnim divodem Sirokého vyuziti této techniky je stale
vice problémil s krystalizaci proteini predevsim z divodu jejich konformacni
flexibility. Prestoze jsou vysledkem této analyzy pouze struktury s nizkym rozliSenim,
miiZze poskytnout cenné informace o tvaru a dynamice molekul v roztoku
a konformacnich zménach pri tvorbé komplexu. Nasi hlavni motivaci pro pouziti
SAXSu byly nedostacujici informace ohledné struktury ASK1-TBD a neulspésné
pokusy o krystalizaci komplexu ASK1-TBD:TRX1.

Tab 5.4 Strukturni parametry ziskané ze SAXS

Vzorek Ry” Rgb Muwico)¢ Dmaxd
A A (kDa) A
ASK1-TBD 23,7+£0,3 24,2+0,2 ~25 82
ASK1-TBD:TRX1 28,9+0,2 29,3+£0,1 ~37 99

@Ziskané z Guinierovy aproximace

bZiskané z P(r) funkce

cOdhad ze srovnani intenzity rozptylu v pfimém sméru I(0) s rozptylem referencniho
roztoku hovéziho sérového albuminu

dStanoveno nepfimou Fourierovou transformaci ze ziskanych SAXS dat
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Experimentalni SAXS rozptylové krivky jsou uvedené na obrazku 5.16 A.
Absenci agregatl ve vzorcich dokazuje linearita Guinierova vynosu, ktery je soucasti
vloZeného obrazku v 5.16 A. Zdanliva molekulova hmotnost byla ur€ena ze srovnani
intenzity rozptylu v primém sméru I(0) s rozptylem referenc¢niho roztoku hovéziho
sérového albuminu. Odhadovana molekulova hmotnost komplexu ASK1-TBD (37
kDa, viz tab 5.4, str. 97) koresponduje s molarni stechiometrii komplexu 1:1, urc¢enou
jiz pomoci sedimentac¢ni analyzy (teoretickd molarni hmotnost 38,6 kDa, viz obr. 5.8

A, str. 84).
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Obr. 5.16 Strukturni charakterizace komplexu ASK1-TBD a TRX1 za redukujicich podminek
pomoci SAXS. A - Intenzita rozptylu jako funkce rozptylového vektoru s ( s = 4z sin (6)/4, kde
20je thle rozptylu a 4 je vinova délka zareni). VloZené obrazky piedstavuji Guinierovy vynosy
ASK1-TBD pfti koncentraci 2,3 mg.ml-! a komplexu ASK1-TBD:TRX1 p¥i koncentraci 6 mg.ml-1.
B - distribu¢ni funkce vzdalenosti P(r). C - priimérna ab initio molekularni obalka ASK1-TBD
ziskané z programu DAMMIN. D - priimérna ab initio molekularni obalka komplexu ASK1-
TBD:TRX1 ziskané z programu DAMMIN. Rozdil mezi obdlkami ASK1-TBD a komplexu je

zvyraznén Cervenou barvou.
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Hodnoty gyra¢niho poloméru Ry byly ziskany jednak ze smérnice Guinierova
vynosu a také primo z distribu¢ni funkce vzdalenosti P(r) (viz tab. 5.4, str. 97). Vétsi
gyracni polomér komplexu poukazuje na vétsi asymetrii. Tento predpoklad potvrzuje
i distribucni funkce vzdalenosti P(r) (viz obr. 5.16 B str. 98), jejiZ maximalni rozpéti
urcuje maximalni meziatomovou vzdalenost v ramci molekuly Dyax (viz tab. 5.4). Pri
tvorbé komplexu doslo k narustu této vzdalenosti z82 na 99 A, potvrzujici vice
protahly a asymetricky tvar komplexu ASK1-TBD:TRX1.

Na zakladé ziskané distribucni funkce vzdalenosti byla konstruovana ab initio
molekularni obalka v programu DAMMIN a DAMAVER pro ASK1-TBD a komplex
ASK1-TBD:TRX1, oboji uvedené na obr. 5.16 C a D. Rekonstruované obalky
predstavujici primér nejméné z deseti riznych iteraci odrdzi dynamicky tvar
molekuly vroztoku. Odchylku mezi individualnimi obalkami charakterizuje tzv.
porovnani prostorové rozdilnosti (z angl. NSD - Normalized Spatial Discrepancy).
Nizké hodnoty NSD odpovidaji velmi dobrému prekryvu téchto obalek a hodnoty
kolem 1 jsou mirou dobré shody (Costenaro et al, 2005). NSD hodnota pro obalky
ASK1-TBD byla 0,58 a pro obalky komplexu 0,49, coZ v obou pripadech poukazuje na
zanedbatelné rozdily. Z obr. 5.16 C je dale patrné, Ze ASK1-TBD zaujima v roztoku
kompaktni a mirné asymetrickou konformaci, ktera se smérem k jedné strané zuzuje.
Obalka komplexu (viz obr. 5.16 D) kopiruje podobny tvar s protahlejSi objemnéjsi
¢asti. Oblast komplexu vyznacena ¢ervenou barvou o velikosti (~ 20x ~ 35x ~ 30 &) a
daném tvaru dobfe odpovidd tvaru a velikosti TRX1. Z dalSich experimentl
hmotnostni spektrometrie a navrhu finalntho ab initio modelu komplexu se vSak
nezda byt tato lokace TRX1 priliS pravdépodobna (viz kap. 5.3.5, obr. 5.23, str. 110). Z
obou modelli se da vsak s jistotou rici, Ze vazba TRX1 je zprostredkovana pies
rozsahlé vazebné rozhrani. Vzhledem k minimalnim rozdilim mezi obalkou ASK1-
TBD a komplexem se zda, Ze vazba TRX1 nevyvolava signifikantni konformacni
zmény ASK1-TBD, coZ je v souladu i s mérenim CD spektroskopie. Presto nelze

vyloucit lokalni konformac¢ni zmény nad ramec rozliSovacich schopnosti této metody.
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5.3 Biofyzikalni a strukturni charakterizace interakce mezi

ASK1-TBD a TRX1 za oxidujicich podminek

5.3.1 Stanoveni volnych thiolovych skupin proteinu

TRX1 obsahuje ve své struktuie celkem 5 cysteinti: Cys32, Cys33, Cys®2, Cys®® a
Cys73. Je znamo, zZe kromé intramolekularni oxidace v katalytickém centru TRX1 (na
pozicich Cys32 a Cys35), dochazi rovnéz kuzavieni disulfidického mistku mezi
cysteiny Cys®2 a Cys®®. Vzhledem ke vzdalenosti téchto cysteini (18 A) dochazi pti
tvorbé disulfidické vazby k signifikantnimu naruSeni struktury TRX1 a ztraté jeho
aktivity (Hashemy & Holmgren, 2008). Na zakladé biologického vyznamu ASK1-TBD
je vcelku ziejmé, Ze integrita komplexu ASK1-TBD:TRX1 by méla byt pri oxidativhim
stresu narusSena.

Pro studium efektu oxidace TRX1 na interakci s ASK1-TBD bylo nejprve nutné
nalézt podminky, pfi nichZ dochazi k oxidaci na rtzné Urovni, respektive k tvorbé
jednoho ¢ dvou disufidickych mastkd. Tab 5.5 shrnuje vysledky
spektrofotometrického stanoveni poctu volnych thiolovych skupin proteint (viz kap.
4.3.1, str. 54) vredukovaném stavu a pri jejich oxidaci 5x a 100x molarnim
nadbytkem H»0: (dale jen 5x Hz0, pripadné 100x H202). Diivodem pro presné
vymezeni oxidacnich podminek bylo vyhnout se tvorbé neprirozeného oxida¢niho
stresu. Paralelné byly oxidované proteiny studovany pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS/MS), pti které byla identifikovana presna lokalizace disulfidickych

mustka.

Tab 5.5 Stanoveni poctu volnych thiolovych skupin TRX1 a ASK1-TBD za redukujicich a

oxidujicich podminek

Protein Redukovany Oxidovany Oxidovany
5x H20: 100x H20:
TRX1 WT 49+0,1 31£04 04+0,1
TRX1 C73S 3,8+0,4 2,1+0,4 01+0,1
ASK1-TBD 7,1+£0,3 4,7+0,2 nestanoveno
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Z vysledkd je ziejmé, Ze oxidace peroxidem vodiku za mirnych podminek (5x
H202) vyvolala u TRX1 C73S a TRX1 WT pokles volnych cysteinli ze 4 na 2 (resp.
z 5 na 3), coZ odpovida tvorbé jedné disulfidické vazby (Cys32-Cys35). Pri silné oxidaci
(100x H202) doslo v obou pripadech k poklesu na 0, coZ odpovida uzavieni obou
disulfidickych mistku, Cys32-Cys3> a Cys®2-Cys®®. V pripadé TRX1 WT vzeslo
podezieni na dimerizaci proteinu skrze Cys73. Z toho diivodu byl oxidovany TRX1 WT
studovan detailné pomoci sedimentacni analyzy (viz niZe).

V dalsi etapé byla studovana i oxidace ASK1-TBD, pricemz byly pouZity stejné
koncentrace H203, jako v pripadé TRX1. Pomoci spektrofotometrické metody byl pri
mirnych podminkach stanoven pokles cysteini z plivodnich 7 na 5, coZ odpovida
tvorbé jedné disulfidické vazby. V pritomnosti vysSich koncentraci peroxidu vodiku

dochazelo k precipitaci ASK1-TBD a proto je nebylo mozné pouzit.
5.3.2 Sedimentacni analyza ASK1-TBD a TRX1

Méreni za oxidujicich podminek byla provedena pti 48000 ot.min-! v pufru bez
redukénich cCinidel. V disledku nizké absorbance obou proteinti byla k analyze
pouzita data ziskana interferencni optikou. Proteiny byly oxidovany dle protokolu,
uvedeném v kap. 4.3.1. Izotermy vaZenych priimeérid sedimentacnich koeficientl (sw)
byly opét ziskany s vyuZitim modelu reverzibilni vazby se stechiometrii 1:1.

Sedimentacni analyza potvrdila nasi hypotézu ohledné tvorby homodimera pii
oxidaci WT a to i pfi pomérné nizké koncentraci (10 a 50 puM). V daném ohledu bylo
toto arteficidlni chovani TRX1 WT nezadouci aproto byly dal$i experimenty
realizovany v pritomnosti mutantni varianty TRX1 C73S (TRX1).

Interakce mezi oxidovanym TRX1 a ASK1-TBD byla studovana za podminek
urcenych pomoci spektrofotometrické analyzy (viz vySe). Cilem této studie bylo
prokazat, Ze vlivem oxidace TRX1 nebo ASK1 dochazi k poklesu vazebné afinity.
Vobou pripadech méreni byla ASK1-TBD (5uM) titrovana oxidovanym TRX1

v koncentra¢nim poméru ASK1.

Z analyzy vazebné izotermy sy na obr. 5.17 B (str. 102) vyplyva, Ze oxidace za
mirnych podminek vedouci k uzavieni disulfidické vazby mezi Cys32 a Cys3> ma
vyznamny dopad na vazebnou afinitu. Nejlepsi aproximace poskytla hodnotu Kp ~ 4 +

2uM. Analyza vazebné izotermy u silné oxidovaného TRX1 poskytla témér stejnou
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hodnotu Kp (6 * 2uM). Zanedbatelny rozdil mezi afinitou mirné a silné oxidovaného
thioredoxinu naznacuje, Ze uzavieni disulfidického mtstku v aktivnim centru TRX1
mezi cysteiny 32 a 35 je rozhodujicim faktorem pri disociaci komplexu

ASK1:TBD:TRX1 pod vlivem oxidativniho stresu.

8 ‘
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Obr. 5.17 Sedimentacni analyza za oxidujicich podminek. A - Normalizovand kontinualni
distribuce sedimentacnich koeficientli c(s) pro TRX1 WT v redukovaném stavu (zelena), po
oxidaci 5x molarnim nadbytkem H20, (modra) a po oxidaci 100x molarnim nadbytkem H:0-
(fialovd) B - izoterma s, ziskanad z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (5uM)
a TRX1 (3-50uM) oxidovaného 5x molarnim nadbytkem H;0,. C - izoterma s, ziskana
z méreni sedimentacni rychlosti smési ASK1-TBD (5uM) a TRX1 (3-50uM) oxidovaného 100x
molarnim nadbytkem H;0,. VloZené obrazky predstavuji plivodni kontinudlni distribuce

sedimentacnich koeficient c(s) za rliznych podminek méfeni (koncentrace a rizné molarni

pomeéry), jejichZ integraci byly ziskany hodnoty s.
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5.3.3 Alkylace spojené s MS detekci

DalSim cilem bylo studium vlivu oxidace ASK1-TBD na vazbu TRX1
prostrednictvim sedimentacni analyzy. Pro tyto ucely jsme nemohli vyuZzit katalyticky
aktivni TRX1, protoZe by indukoval zpétnou redukci ASK1-TBD. Proto jsme zvolili
jeho mutantni formu TRX1 C35,73S, pricemZ vnesené mutace nijak neovlivnily

vazebnou afinitu vii¢i ASK1-TBD (viz obr. 5.11 C, str. 87).

A B
535 547 EllCQK 1 2 3 4 5 6 7 8
LVVVDFSATWCGSK -
75 -
C200 (ASK1-TBD) - C32 (TRX) 50 -
37 - -
ﬂ ‘ O 25 - - -
a+ 20 - e Ce——
585.5498
m/z 585.5497 15 W
error 0.3ppm — -e —
10 &
L
585.6 585.8 586.0 586.2 586.4 586.6 ‘miz

Obr. 5.18 Identifikace kovalentniho aduktu mezi TRX1 C35,73S a ASK1-TBD za neredukujicich
podminek. A - Horni spektrum (¢ernda) zobrazuje izotopickou obdalku 4+ nabitého iontu
spomérem m/z 585.54966, coz odpovida kovaletné spojenému peptidu
EIIC200QK-LVVVDFSATWC(C32GPSK. Spodni spektrum (modra) zobrazuje teoretické spectrum
téhoz peptidu, coz spolecné s malou chybou zarucuje jednoznacnou identifikaci daného
kovalentniho spojeni. B - 15% (w/w) vizualizovany gel SDS-PAGE s ASK1-TBD a TRX1
C35,73S. Vzorky ASK1-TBD v draze 3-7 byly oxidovany dle standardniho protokolu. Ostatni
vzorky byly v pufru bez reduké¢nich cinidel pri 4°C po dobu 24 hod. VSechny vzorky byly
separovany pomoci SDS-PAGE za redukujicich (drahy 1-4) a neredukujicich (drahy 5-8)
podminek. 1 - TRX1 C35,73S, 2 - ASK1-TBD, 3 - ASK1-TBD oxidovang, 4 - TRX1 C35,73S +
ASK1-TBD (pomér 1:1). Drahy 5-8 obsahuji vzorky ve stejném poradi jako drahy 1-4.

Absence jednoho z cysteinii v katalytickém centru thioredoxinu (Cys32 nebo
Cys3°) vede ke zvysSené reaktivité cysteinu druhého. Tento cystein miize na bazi
nukleofilniho ataku reagovat sokolnimi cysteiny a vytvaret intermolekularni
disulfidy. Pristupy zaloZené na kovalentni interakci s TRX1 C35,73S byly aplikovany

napft. pri detekci nékterych vazebnych partneri thioredoxinu (Balmer et al, 2004).
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Z téchto divodl nemohl byt realizovan ani nas experiment, protoze za oxidujicich
podminek dochazelo k tvorbé intermolekularniho disulfidického muistku mezi ASK1-
TBD a cysteinem 32 z katalytického centra TRX1C35,73S (viz obr. 5.18, str. 103).
Tvorba kovalentniho aduktu byla detekovana pomoci neredukujici SDS-PAGE
a LC-MS/MS analyzy (viz obr. 5.18, str. 103). B€hem inkubace obou proteini v pufru
bez reduk¢nich c¢inidel doSlo k jejich kovalentnimu spojeni za vzniku aduktu
o teoretické velikosti 38,6 kDa (viz draha 8, obr. 5.18 B). Pomoci MS analyzy byl jako
reaktivni cystein ASK1-TBD oznacen Cys?%0, coZ je v souladu se studiem pristupnosti
cysteint na povrchu ASK1-TBD (viz obr. 5.18 A, viz kap 5.2.2, str. 90). Lokalizace toho
cysteinu na povrchu ASK1-TBD a tvorba kovalentniho aduktu s TRX1 C35,73S

doklada, Ze je soucasti vazebného rozhrani mezi témito proteiny.

Vdalsi fazi byla pomoci alkylace a MS detekce identifikovana tvorba
intramolekularnich disulfidickych mtstk( v molekule ASK1-TBD. Stanoveni volnych
thiolovych skupin v oxidujicich podminkach predpovédélo tvorbu nejméné jedné
disulfidické vazby (viz tab 5.5, str. 100). Proto byl oxidovany stav ASK1-TBD blize
studovan pomoci MS za nativnich i denaturujicich podminek. Detail ESI-FTMS spektra
ASK1-TBD v pritomnosti DTT, bez DTT a po oxidaci je uveden na obr. 5.19 (A-C).
Posun izotopické obalky smérem vlevo indikuje tvorbu jednoho az dvou
disulfidickych mustku (viz obr. 5.19 C, str. 105). Pfesnéjsi odhad poctu disulfidickych
vazeb u oxidované ASK1-TBD byl ziskdn pomoci alkylace cysteinii proteinu
iodoacetamidem (viz kap. 4.3.5.3, str. 64). Alkylace byla provedena za denaturujicich
podminek v pritomnosti 8M urey a jako kontrola byl pouZita redukovana, plné
alkylovana ASK1-TBD (viz obr 5.19 D-F, str. 105). Obr. 5.19 D-F zobrazuje detail
izotopické obalky 22+ nabitého iontu plné redukované ASK1-TBD (D), plné alkylované
ASK1-TBD (E) a oxidované ASK1-TBD s naslednou alkylaci za nenativnich podminek
(F). Spektrum alkylované ASK1-TBD na obr. 5.19 E zobrazuje sedm aZ osm modifikaci,
coZ poukazuje na nespecifickou karbamidomethylaci dalSi aminokyseliny. Ve spektru
oxidované ASK1-TBD byly nalezeny dvé série pikli (obr. 5.19 F). Intenzivni piky
odpovidaji ASK1-TBD s tfemi, péti a sedmi karbamidomethylacemi, coZ naznacuje

tvorbu zadného, jednoho ¢i dvou disulfidickych mustkl. Série méné intenzivnich piki
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(¢tyri, Sest a osm modifikaci) je ve spektru pritomna v diisledku nespecifické alkylace

na dalsim reziduu.
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Obr. 5. 19 (A-C) Tvorba disulfidickych vazeb p¥i oxidaci ASK1-TBD detekovdna pomoci MS.
Detail izotopické obalky 22+ nabitého ionu intaktni ASK1-TBD v redukovaném stavu (A), po
odstranéni DTT (B) a po oxidaci (C) (dle protokolu viz kap. 4.3.1). Posun izotopické obalky
smérem k mensim hmotnostem poukazuje na tvorbu jednoho nebo dvou disulfidickych
miustkl (oddil C). Dany pomér m/z rovnéz doklada, Ze kromé tvorby disulfidickych vazeb
nedochazelo k nezadouci oxidaci postrannich tetézci. (D-F) Studium tvorby disulfidickych
vazeb pomoci alkylace intaktniho proteinu v denaturujicich podminkdch. Detail izotopické
obalky 22+ nabitého ionu intaktni ASK1-TBD v plné redukovaném stavu (D), proteinu
alkylovaného iodoacetamidem (E), proteinu alkylovaného iodoacetamidem po oxidaci (F).
CAM znadi zkratku pro karbamidomethylaci. Disulfid je znacen -S-S- a volny sulfhydryl -SH.
Piky znacené hvézdickou odpovidaji karbamidomethylaci ASK1-TBD na N-konci proteinu

nebo jiném reziduu neZ cystein.

BlizZsi specifikace disulfidickych vazeb a mira jejich tvorby byla provedena
dvéma pristupy. Oba zahrnovaly Stépeni proteasou a naslednou LC-MS/MS analyzu.
Stépeni trypsinem a MS detekce odhalila riizné disulfidova spojeni (viz obr. 5.20, str.
106), Ztéchto méreni vyplyva, Ze Cys'?0 nebyl vzadném pripadé zapojen do
disulfidické vazby, coz je v souladu s jeho lokalizaci uvnitr hydrofébniho jadra a tedy
nizké pravdépodobnosti jeho oxidace, pripadné interakce s dalSim z pritomnych

cysteinti (viz obr. 5.13, str. 91). Naopak byly nalezeny intenzivni signaly odpovidajici
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tvorbé vazby Cys200-Cys206 3 Cys225-Cys226, Soucasné byly detekovany i slabsi signdly,

které odpovidaji disulfidickym vazbam Cys185-Cys200, Cys250-Cys225 nebo Cys2>0-Cys226,
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I L., . ol Ll .
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Obr. 5.20 Identifikace disulfidickych vazeb v molekule ASK1-TBD pomoci trypsinového Stépeni
a LC-MS/MS analyzy. Detail izotopické obalky pro nalezené peptidy spojené disulfidickymi
vazbami spolecné steoretickym spektrem (modra). Ve spektrech jsou vyznaceny

odpovidajici sekvence vCetné informace ohledné poméru m/z a a chyby méteni.

Stépeni pepsinem pomohlo blize charakterizovat zastoupeni téchto
disulfidickych vazeb. Nezbytnym predpokladem pro presnou kvantifikaci bylo
porovnavat stejnd mnozstvi plné alkylovaného a oxidovaného vzorku ASK1-TBD.
Porovnani intenzity extrahovanych chromatogrami peptidli s vybranymi cysteiny je
uvedeno na obr. 5.21, str. 107. Zvysledkl je zjevné, Ze cystein Cys120 ziistava
vroztoku ve formé volného sulthydrylu i za oxidujicich podminek. Nejvétsi pokles
intenzity byl pozorovan v pripadé cysteini Cys200, Cys206, Cys225 a Cys226. Mirny
pokles byl rovnéz zaznamenan pro peptidy obsahujicici cystein 185 a 250. Vznik
dalSich disulfidickych vazeb v molekule ASK1-TBD s minimalni cetnosti a jejich
funk¢ni dopad na ASK1-TBD neni prozatim jasny (viz obr. 5.21). S jistotou lze Fici, Ze

pri oxidaci ASK1-TBD dochazi kuzavieni disulfidickych vazeb mezi Cys?200-Cys206
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a Cys?25-Cys?26, coz bylo pozorovano i pri Stépeni trypsinem. Ziskana data jsou plné
konzistentni s predchozimi vysledky znativniho MS méfreni intaktniho proteinu

i alkylace za denaturujicich podminek.
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Obr. 5.21 Detekce cysteinti ucastnicich se disulfidické vazby. Porovnani extrahovanych
chromatogrami pro plné alkylovanou ASK1-TBD (c¢erna) pro ASK1-TBD alkylovanou po
oxidaci (Cervend). A - Analyzu stejného mnozZstvi vzorku vobou pripadech dokazuje
identicka intenzita chromatografickych pikl pro peptidy bez cysteinti. B — SniZeni intenzity
chromatografického piku znaci zapojeni daného cysteinu do disulfidické vazby. Kazdy

chromatogram obsahuje sekvenci peptidu s odpovidajicim pomérem m/z a ¢islo cysteinu dle

jeho poradi v sekvenci ASK1-TBD.
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5.3.4 Casové rozli$ena fluorescence

Casové rozliSena fluorescence tryptofani vramci ASK1-TBD nam poskytla
informace ohledné flexibility této domény. Strukturni model ASK1-TBD (viz obr.
5.23, str. 110) napovida, Ze fenylalaniny na pozicich Phel’> a Phe242 (tryptofanové
mutanty F175W a F242W, viz kap. 5.2.3, str. 94) se vyskytuji v blizkosti cysteini
Ucastnicich se tvorby disulfidické vazby pri oxidaci (Cys200-Cys206 a Cys225-Cys226).
Z toho divodu bylo prihodné tyto mutantni varianty pouzit pro meéreni casové
rozliSené fluorescence za oxidujicich podminek a studovat tak potencialni strukturni
zmény v téchto oblastech. Vysledky méreni DSF (viz tab. 5.1, str. 90) dokazuji, Ze ani
tyto mutace nemély destabilizujici vliv na strukturu ASK1-TBD. Méreni Casové
rozliSené fluorescence bylo paralelné provedeno pro redukovany protein a protein
oxidovany za mirnych podminek (5x H20, viz kap. 4.3.1, str. 54). U oxidovaného
mutantu F242W byl zaznamenan signifikantni pokles stredni doby Zivota
excitovaného stavu ZmeanZ 4,88 ns (redukovana forma) na 4,66 ns (oxidovana forma).
Z distribuce dob Zivota excitovaného stavu na obr. 5.22 je patrné, Ze finalni pokles byl
pozorovan v disledku zkraceni tfi nejdelsich komponent doby Zivota, které prispivaji
k celkové intenzité fluorescence z 97%. SniZeni zmean poukazuje na zvySeni polarity

nebo zménu zhasecich interakci v okoli tryptofanu Trp?42. Naopak u mutantu F175W

nebyla pozorovana zmeéna Zmean (tab. 5.6).

Tab 5.6 Souhrn méreni dohasindni intenzity a anizotropie fluorescence tryptofanovych

mutanti ASK1-TBD

Vzorek Tmean?, NS ¢1, ns B1® ¢z, ns B2
ASK1-TBD F175W Redukovany 5,46 +£0,02 1,2 0,027 15,0 0,21
Oxidovany 5,44 + 0,02 1,1 0,033 15,5 0,20
ASK1-TBD F242W Redukovany 4,88+ 0,02 1,2 0,003 14,5 0,23
Oxidovany 4,66+ 0,05 0,4 0,014 14,0 0,22

a Stfedni doba Zivota excitovaného stavu ( zmean) byla vyporitana podle rovnice 5.
b Anizotropie fluorescence byla analyzovana jako soubor exponencielnich funkci (rovnice 6),

kde amplitudy f; reprezentuji distribuci rotac¢nich korelacnich ¢ast ¢

Analyza dohasinani emisni anizotropie fluorescence poskytla dva korela¢ni

Casy, jeden kratky (¢1 = 0,4-1,2 ns) a druhy cas ¢ ~ 15 ns. Zatimco prvni korela¢ni
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¢as odpovida rychlym segmentdlnim pohybiim v okoli daného tryptofanu, druhy cas
odpovida rotaci globularniho proteinu o velikosti 30 kDa, tedy celkovému rotacnimu
pohybu ASK1-TBD (Lakowicz, 2006). U mutantni varianty F175W nebyla pozorovana
zména rychlého korela¢niho Casu, ale u F242W doSlo k jeho vyznamnému poklesu
z1,2 ns na 0,4 ns (viz tab. 5.6, str. 108). Oxidace ASK1-TBD vyznamné ovlivnila
flexibilitu ptivodné velmi rigidni oblasti v okoli Trp242, protozZe doslo k vyraznému

navySeni amplitudy 1 (0,003 ns — 0,014 ns).

0.12

| === ASK1-TBD F242W oxidovany
—o— ASK1-TBD F242W redukovany

e o o
(= o =2
o (=] o
T T T

Normalizované amplitudy

=
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5
T

0.02 |-

0.00 s & N

1 Doba Zivota (ns) 10

Obr. 5.22 Distribuce dob Zivota excitovaného stavu ASK1-TBD F242W v redukovaném

a oxidovaném stavu. Tti nejdelS$i komponenty doby Zivota excitovaného stavu se zkracuji pod
vlivem oxidace. V disledku tohoto trendu byla celkova stiedni doba Zivota excitovaného

stavu W242 snizena.

Vysledky z Casové rozliSené fluorescence naznacuji, Ze oxidativni stres
indukuje strukturni zmény v C-koncové oblasti ASK1-TBD v okoli fenylalaninu 242,

nejspise v diisledku uzavreni disulfidické vazby mezi Cys?2> a Cys?226,

5.3.5 Strukturni modelovani komplexu ASK1-TBD:TRX1

K interpretaci ziskanych strukturnich dat ohledné domény ASK1-TBD a jejiho
interakcniho rozhrani s TRX1 byl navrzen ab initio model komplexu ASK1-TBD:TRX1.

Princip de novo modelovani je zaloZeny na vyuZiti veSkerych dostupnych strukturnich
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informaci. Vtomto pripadé se jednalo o data z métreni CD spektroskopie, méreni
tryptofanové fluorescence i hmotnostné-spektrometrickou analyzu. Proteinové
dokovani bylo provedeno v programu FRODOCK (Garzon et al, 2009), kde vychozi
strukturou receptoru byl teoreticky model ASK1-TBD (viz obr. 5.25, str. 111)
a ligandem krystalova struktura TRX1 (Weichsel et al, 1996). Strukturni model, ktery
byl konzistentni se ziskanymi SAXS daty (viz 5.2.5, str. 97) byl vygenerovan
prostrednictvim programu AllosMod-FoXS. Superpozice modelu se SAXS molekularni
obalkou komplexu, do které je vloZena krystalova struktura TRX1, je uvedena na obr.

5.23.

Obr. 5.23 Superpozice modelu komplexu ASK1-TBD: TRX1 ziskaného programem AllosMod-
FoXS s experimentdlni SAXS obdlkou (pri koncentraci 6 mg.mll). Startovni model pro

naslednou simulaci byl ziskan v programu FRODOCK.

Navrzeny model dobtfe odpovidd experimentdlnim datim, kdy Kklicové
aminokyselinové zbytky, dileZzité pro regulaci a interakci obou proteini, jsou soucasti

vazebného povrchu (TRX1: Cys32, Trp31; ASK1-TBD: Cys290, Cys225, Cys226, Cys250).
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Experimentalni SAXS data (6 mg.ml™?)
Teoreticka SAXS kfivka

% =0.78
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Obr. 5.24 Porovndni vypocitané rozptylové krivky pro teoreticky model komplexu ASK1-
TBD1:TRX1 s experimentdlnimi SAXS daty komplexu pri koncentraci 6 mg.ml1l Teoreticka

rozptylova kiivka byla ziskdna pomoci programu FOXS.

Obr. 5.25 Detail teoretického modelu ASK1-TBD (sekvence 88-302). Cysteiny jsou vyznaceny

zluté. Dilezité fenylalaniny Phel?s a Phe242, které byly nahrazeny tryptofany pro méreni

Casové rozliSené fluorescence, jsou vyznaceny zelené.

Teoreticky model ASK1-TBD je také vsouladu s pristupnosti cysteinli na
povrchu proteinu i lokalizaci fenylalaninu Phe?4?, ktery byl indikatorem okolni

strukturni zmény pri oxidaci ASK1-TBD (viz obr. 5.25).
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Vyznamna shoda mezi teoretickou rozptylovou krivkou modelu

a experimentalnimi daty je uvedena obr. 5.24, str. 111

5.4 Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexu

pCaMKK2:14-3-3y

5.4.1 Sedimentacni analyza pCaMKK2 a 14-3-3y

Prvotni charakterizace vzajemné interakce mezi pCaMKK2 a 14-3-3y
zahrnovala provedeni nativni elektoroforézy, které potvrdilo tvorbu komplexu
(vysledek neuveden). BliZsi analyza pomoci analytické ultracentrifugace poskytla
informaci o vazebné stechiometrii a stabilité komplexu na zakladé ziskané hodnoty
Kp. V ramci této studie byly provedeny experimenty s CaMKK2 S100 i CaMKK2 S100,
511 (viz str. 76).

MS analyza potvrdila pouze castecnou fosforylaci C-koncového motivu se
serinem 511 (priblizné z 50 %, vysledek neuveden), Tento fenomén byl jiz drive
pozorovan. Skupina Schumacher et al. navrhla, Ze serin 511 je pravdépobné
fosforylovan kinasou DAPK1 (Schumacher et al, 2004). PrestoZe jsme se striktné
drzeli uvedeného postupu in vitro fosforylace, nedokazali jsme docilit stejného efektu
a MS analyza ukazala, Ze fosforylace tohoto mista byla prakticky nulova. Z toho
vyplyva, Ze experimenty provedené s mutantni verzi CaMKK2 S$100,511 ve
skutecnosti obsahovaly smés dvou fosforylovanych forem3. Vzhledem k malé mire
fosforylace serinu 511 in vivo lze tedy jen polemizovat o jeho fyziologické relevanci

pri interakci se 14-3-3y.

3 Forma obsahujici motiv s fosforylovanym serinem 100 (pSer!®) a druhd forma fosforylovand na obou
vazebnych motivech pSer'®+pSer>1
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Obr. 5.26 Biofyzikdlni charakterizace interakce mezi pCaMKK2 a 14-3-3y metodou
sedimentacnich rychlosti. A, B — Normalizované kontinualni distribuce sedimentacnich

koeficientli c¢(s) pro smési pCaMKK2 a 14-3-3y pri rliznych molarnich pomérech. Na zakladé
téchto distribuci byla pomoci globalniho modelovani Lammovy rovnice ziskana hodnota
zdanlivé rovnovazné disociacni konstanty Kp. 14-3-3y (6 pM) byla titrovana pCaMKK2

v rozmezi koncentraci 0,3-30 uM.

Na obr. 5.26 jsou uvedené normalizované Kkontinualni distribuce
sedimentacnich koeficienti c¢(s) pro smési pCaMKK2 a 14-3-3y vrizném
koncentracnim poméru. Zanalyzy byly rovnéz identifikovany vazené praméry
sedimentacnich koeficientd sw(zow) komplexu i samotnych proteint. Sedimentacni
koeficient komplexu pCaMKK2 S100:14-3-3y dosahl hodnoty 6,17 Sa pomér
frikéniho koeficientu f/fo* byl 1.3 (viz obr. 5.26 A). Piky samotnych proteint byly
nalezeny pri hodnotach 3,91 (pCaMKK2 S100) a 3,16 (14-3-3y). Pozorovana hodnota
sw(z2o,w) komplexu pCaMKK2 S100:14-3-3y odpovida molekulové hmotnosti ~110 kDa,
coZ poukazuje na vazebnou stechiometrii 1:2 (teoreticka molekulova hmotnost 105
kDa), Primé modelovani prostfednictvim Lammovy rovnice s predpokladem
reverzibilni vazby a stechiometrie 1:2 (CaMKK2:14-3-3y) odhalilo hodnotu zdanlivé

rovnovazné disociacni konstanty Kp ~ 1 + 0,5 uM.

4 Pomeér f/fy charakterizuje miru asymetrie molekuly neboli jeji odchyleni od sférického tavru
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Analogicky se postupovalo i pri analyze komplexu pCaMKK2 S100,511:14-3-
3y.V daném pripadé byla hodnota sedimenta¢niho komplexu stanovena na 5,72 S (viz
obr. 5.26 B, str. 113) a pomér f/fo na 1,4. Hodnota swow) odpovida molekulové
hmotnosti ~ 111 kDa, coz opét doklada vazebnou stechiometrii komplexu pCaMKK2:
14-3-3y vpoméru 1:2. Pfimé modelovani sedimentacnich dat pomoci Lammovy
rovnice poskytlo hodnotu Kp ~ 0,4 uM. Znatelné zvyseni vazebné afinity naznacCuje, Ze
fosforylovany C-koncovy motiv CaMKK2 se u€astni vazby se 14-3-3y a prispiva tak ke

stabilité komplexu.
5.4.2 CD spektroskopie

Méreni cirkularniho dichroismu vblizké i vzdalené oblasti nis mohou

informovat o zménach v terciarni nebo sekundarni strukture pri vzniku komplexu.
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Obr. 5.27 Méreni cirkuldrniho dichroismu. A - Srovnani far-UV CD spektra komplexu
pCaMKK2 S100-14-3-3y (Cervend c¢ara) se souctem individudlnich spekter pCaMKK2 S100
a14-3-3y (Cernad cara). B - Srovnani near-UV CD spektra komplexu CaMKK2-14-3-3y
(Cervena cara) se souctem individualnich spekter pCaMKK2 a 14-3-3y (Cerna ¢ara). Komplex

pCaMKK2: 14-3-3y byl michan ve stechiometrii 1:2.
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Abychom zarucili homogenitu vzorku, byla pro méreni pouZita mutantni
varianta CaMKK2 S100. Z obr. 5.27 (viz str. 114) je patrné, Ze vazba 14-3-3y na
pCaMKK2 S100 nevyvolala vyznamné zmény v sekundarni nebo terciarni strukture

proteind.

5.4.3 SAXS

Veskeré dosavadni pokusy o krystalizaci komplexu mezi pCaMKK2 a 14-3-3y
se prozatim jevily jako nedspésSné patrné z diivodu strukturni flexibility. Jednu
z moznych alternativ k strukturni charakterizaci interakce mezi CaMKK2 a 14-3-3
predstavuje SAXS. Rozptylova data byla zméfena pro samotnou pCaMKK S100,
pCaMKK2 S100,511, 14-3-3yAC* a odpovidajici komplexy v ureném
stechiometrickém poméru (1:2, viz kap. 5.4.1, str. 112) pri riznych koncentracich
(viz tab. 5.7, str. 116). Stabilitu komplex a minimalni vyskyt agregace ve vzorcich
dokazuje jednak linearita Guinierova vynosu, tak i nezavislost hodnot intenzity
rozptylu v primém sméru [(0), Porodova objemu V, a gyracniho poloméru R; na
koncentraci vzorkl (viz tab. 5.7 a obr. 5.28, str. 116-117). Zdanlivd molekulova
hmotnost ~47 kDa pro pCaMKK2 a ~54 kDa pro 14-3-3yAC ziskana zrozptylu
v pfimém sméru souhlasi steoreticky vypoctenou molekulovou hmotnosti (48,0
a 54,3 kDa). Molekulové hmotnosti komplexi pCaMKK2 S100:14-3-3yAC (92-95
kDa) a pCaMKK2 S100,511:14-3-3yAC (94-97 kDa) vcetné hodnoty V, (~ 160 nm?3)
dobre odpovidaji stechiometrii 1:2 (teoretickd molekulova hmotnost My ~ 102,3
kDa). Na obr. 5.28 C (viz str. 117) je moZno vidét porovnani distribu¢nich funkci
vzdalenosti P(r) pro 14-3-3 yAC, CaMKK2 samotnou a obou komplexi. Krivky pro
CaMKK2 (¢erna krivka) samotnou a v obou komplexech (modra a zelena krivka)
vykazuji znacnou asymetrii a vétSi maximalni vzdalenost v ramci molekuly (Dmax)
v porovnani s dimerem 14-3-3 yAC (Cervena krivka). Toto naznaCuje, Ze pCaMKK2
i molekuly komplexu jsou v roztoku méné kompaktni. Na zakladé vypoctu Rg ~ 3N1/3
(kde N predstavuje pocet rezidui; Dmax ~ 2.6Rg ) jsou hodnoty Rg a Dmax (tab. 5.7)
signifikantné vétSi neZ odpovidajici hodnoty pro sférické proteiny sloZené ze

stejného poctu rezidui (430 pro CaMKK2, 944 pro komplex pCaMKK2 :14-3-3yAC)

514-3-3AC: Usek sekvence 1-234, bez flexibilniho konce - stabilizaéni efekt na interakci ligandd se 14-3-3
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(Petoukhov et al, 2012b). Nizsi hodnoty Ry a Dmax pro komplex pCaMKK2
S$100,511:14-3-3yAC ve srovnani s komplexem pCaMKK2 S100:14-3-3yAC naznacuji,
ze vpripadé fosforylace obou motivli (pSerl®+pSer>11) se vytvari kompaktnéjsi
struktura. Nicméné je nutné mit na paméti, Ze Ser>!1 byl fosforylovany pouze
¢asteCné a proto se ve skutecnosti jednd o hodnoty pro smés obou komplext. Proto
byla pro nasledné strukturni modelovani pouzita data komplexu s mutantni
variantou CaMKK2 S100.

14-3-3 vazebna mista se Casto nachazi v usecich neusporadané struktury
(Bustos, 2012) a ani CaMKK2 v tomto ohledu neni vyjimkou. Z analyzy predikce miry
neusporadanosti v programu PRDOS vyplyva, Ze N-termindalni (1-155) a C-terminalni
konec (495-588) obklopujici kinasovou doménu je pravdépodobné nestrukturovany

(Ishida & Kinoshita, 2007).

Tab. 5.7 Strukturni parametry ziskané ze SAXS

c Rg Rg Dmax Vpd Myes Myfte

(mg.ml) (A (A) (A) (nm?) (kDa) (kDa)
14-3-3yACa 3,0 28,7+ 0,4 28,6 £ 0,4 89 77,8 54+1 49
1,5 29,0+0,4 29,0+ 0,4 89 82,8 55+1 52
CaMKK2 2,8 32,6+0,3 32,7+0,3 126 95,6 48+1 60
2,1 32,1+0,3 32,2+0,3 125 94,0 46+ 1 59
Komplex 16,9 42,3+0,6 42,4+ 0,6 146 160,4 92+1 100
pSer100 12,6 42,5+0,6 42,6 £ 0,6 144 163,4 95+1 102
9,9 42,4+0,6 42,5+0,6 146 161,1 94+1 101
Komplex 11,9 39,9+0,7 40,0+ 0,7 141 164,8 97+1 103
pSer100511 6,5 39,1+0,6 39,2+ 0,6 141 159,6 94+1 100

a14-3-3y bez poslednich 13 reziduii na C-konci

bVypocitano pomoci Guinierovy aproximace

cVypocitano pomoci programu GNOM.

dVylouceny objem hydratované Castice (Porodiiv objem).

eMolekulova vaha ziskana ze srovnani intenzity rozptylu v pfimém sméru I(0) s rozptylem
referenc¢niho roztoku hovéziho sérového albuminu

fMolekulova vaha ziskana z Porodovy rovnice (Mw = V, x 0,625)

gTeoretické molekulové hmotnosti 14-3-3yAC dimeru (54,3 kDa), pCaMKK2 (48,0 kDa) a
komplexu pCaMKK2:14-3-3yAC (102,3 kDa)

V souladu stouto predikci je i Kratkyho vynos®, ktery poukazuje na vétsi
konformacni flexibilitu pCaMKK2 i obou komplexti (viz obr. 5.28 D, str. 117) ve

srovnani sdimerem 14-3-3yAC. Pro kompaktni globularni proteiny tato funkce

¢ (sRy)?I(s)/I(0) v zavislosti na sRy
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nabyva maximalni hodnoty 1.104 prti sRg ~ 1.73 (Receveur-Brechot & Durand, 2012;
Burger et al, 2016). Tento predpoklad splnuje pouze cervena krivka ve tvaru zvonu

pro 14-3-3yAC, kterd ma maximum 1.1 pri sR; ~ 1.7 (pozice vyznacena v obr. 5.28 D).
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Obr. 5.28 SAXS analyza komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2. A - Intenzita rozptylu v zavislosti na
rozptylovém vektoru (s = 47 sin (6)/7, kde 20 je thle rozptylu a A je vinova délka zareni) pro
14-3-3yAC, pCaMKK2 S100, 14-3-3yAC:pCaMKK2 S100 a 14-3-3yAC:pCaMKK2 S100,511
(komplexy byly michany ve stechiometrii 2:1). B - Guinierova aproximace pro rozptylové
krivky z panelu A. C - Distribu¢ni funkce vzdalenosti P(r) vypocitané z rozptylovych dat
pomoci programu GNOM. D - Normalizované Kratkyho vynosy. Modrozelené je vyznaceno
maximum funkce pfi hodnoté 1.104 pro sR; = 1.73, které je charakteristické pro kompaktni

globularni proteiny.
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Pomalejsi pokles krivky pri vysSich hodnotach sRg pro komplex pCaMKK2
S$100:14-3-3yAC a vySSi maximum zavislosti ve srovnani se vzorkem komplexu
pCaMKK2 S100,511:14-3-3yAC odrazi jeho vétsi konformacni flexibilitu. VysSi mira
flexibility mize byt disledkem neptitomnosti fosforylovaného C-koncového motivu

(Ser>11) pri interakci se 14-3-3.

5.4.4 Strukturni modelovani komplexu pCaMKK2 S100:14-3-3yAC

Strukturni modelovani na zakladé SAXSu bylo realizovano pouze v pripadé
komplexu pCaMKK2 S100:14-3-3yAC, ktery zastaval fyziologicky vyznamnéjsi formu
CaMKK2 vzhledem k malé mire fosforylace na zminovaném C-koncovém motivu
(S511). ZdlGvodu této heterogenity jsme z analyzy vyloucili komplex pCaMKK2
S$100,511:14-3-3yAC.

Ab initio molekularni obalky byly vygenerovany pomoci programu GASBOR a
reprezentativni struktura byla vybrana z dvaceti nezavislych iteraci pomoci programu
DAMAVER.

Program MONSA fungujici na bazi multifizového modelovani byl pouzit ke
zjisténi relativnich pozic 14-3-3yAC a CaMKK2 S100. Vysledkem jsou ab initio
molekularni obalky obsahujici dvé faze reprezentujici oba proteiny v komplexu
(Rambo, 2015). Vysledkem analyzy bylo dvacet nezavislych modeld s velmi
podobnym tvarem a nizkou stiedni hodnotou NSD ~ 0.61. Vybrany finalni model (viz
obr. 5.29 A, str. 119) pak dobfe odpovidal experimentadlnim SAXS datlim. Tvar
modelu je asymetricky, kdy se CaMKK2 nachazi mimo centralni vazebny kanal 14-3-3
proteinu a interaguje pouze s jednim protomerem 14-3-3y.

Rigidni modelovani komplexu pCaMKK2 S100:14-3-3yAC v programu CORAL
poskytlo dal$i strukturni detaily o vzajemné prostorové orientaci proteini
v komplexu. Vychozimi strukturami pro modelovani byly krystalova struktura
CaMKK1 a 14-3-3yAC, nestrukturované oblasti pak byly domodelovany retézem kouli
o velikosti primérné aminokyseliny. Z obr. 5.29 B je zjevné, Ze N-koncovy 14-3-3
vazebny motiv CaMKK se nachazi ve vazebném zlabku 14-3-3y (potvrzeno ko-
krystalizaci peptidu se serinem S100 a 14-3-3yAC, vysledek soucasti publikace
Psenakova et al., 2018). Finalni CORAL model dobie odpovida experimentalnim SAXS
datlim (viz. 5.29 D) s hodnotou odchylky x% ~ 1.33 (5.29 B).
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Obr. 5.29 Strukturni modelovdani komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2. A - Multifazova
rekonstrukce komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2 S100 se 14-3-3 fazi v modrozelené barvé
a CaMKK2 ve zluté barvé B - Konformace komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2 S100 ziskana
v programu CORAL s pouZitim krystalovych struktur 14-3-3yAC (PDB ké6d: 2B05) a kinasové
domény CaMKK2 (PDB kéd: 2ZV2). Nestrukturované segmenty mimo Krystalové struktury
byly modelovany pomoci dummy atomt. Reziduum Serl00 je zvyraznéno cervené. C -
Distribu¢ni funkce Ry and Dmax konformaci komplexu 14-3-3yAC:pCaMKK2 S100 pro soubor
amnozinu konformerl ziskanych z programu EOM. D - Superpozice experimentalni
rozptylové krivky komplexu s vypocitanymi kfivkami modelu CORAL (Cervené) a mnozZiny

konformert vybranych v programu EOM (modrozelené).

Strukturni model na obr. 5.29 B nabizi moZnost, Ze interakce mezi pCaMKK
S100 a 14-3-3yAC neni zprostredkovana pouze skrze N-koncovy vazebny motiv

CaMKK, ale i pres kontakty kinasové domény s povrchem 14-3-3yAC. Tato predstava
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je v souladu s mérenim vazebné afinity nativniho syntetického CaMKK2 fosfopeptidu
KLPS100LQER viici 14-3-3y, ktera byla signifikantné nizsi ve srovnani s celou sekvenci
CaMKK2 S100 (Kb (camkxkz s100) ~ 1UM vs Kb (fosfopeptia) ~ 9uM). Méreni vazebné afinity
peptidii bylo provedeno M.Sc. Domenico Lentini Santo.

N-koncovy vazebny motiv CaMKK a kinasova doména jsou oddéleny uisekem
60 aminokyselin, ktery se ze strukturni predikce jevi jako nestrukturovany. Z tohoto
diivodu je vysoce pravdépobné, Ze komplex pCaMKK2 S100:14-3-3yAC zaujima vice
konformacnich stavli. Konformacni flexibilita byla rovnéz potvrzena normalizovanym
Kratkyho vynosem (viz obr. 5.28 D, str. 117). Na zakladé téchto skuteCnosti jsme se
rozhodli komplex modelovat souborem konformert v programu EOM (Tria et al,
2015). Dimer 14-3-3yAC, 14-3-3 vazebny motiv a kinasova doména CaMKK
predstavovaly rigidni struktury a N- a C-terminalni segmenty CaMKK byly
domodelovany retézem kouli reprezentujici primérnou aminokyselinu.

Z pocatetniho poctu 10.000 konformerti byla pomoci genetického algoritmu
vyselektovana mensi mnoZina konformerl odpovidajici experimentdlnim SAXS
datlim, s hodnotou x2 ~ 1,22 (viz 5.29 D, str. 119). Z distribuc¢nich funkci je ziejmé, Ze
vybrand mnoZina konformert (Cervend krivka) zaujima kompaktnéjsi tvar ve
srovnani s celym souborem konformert (¢erna krivka), viz obr. 5.29 C. Primérna
hodnota Rg i Dmax vybrané mnoziny konformert (Rg ~ 42,4 A, Dmax ~ 149 A) je
konzistentni s experimentalnimi SAXS daty (viz tab. 5.7, str. 116). Vysledky jsou tedy
plné vsouladu smodelem zprogramu CORAL i MONSA (5.29 D). Strukturni

modelovani bylo provedeno prof. Tomasem ObSilem.

5.4.5 Limitovana defosforylace s vyuzitim SDS-Phos-tag-PAGE

Analyticka ultracentrifugace prokazala, Ze interakce mezi CaMKK2 a 14-3-3y je
zprostiedkovana vazbou na fosforylované motivy obsahujici Ser1% a Ser5l,
V sekvenci CaMKK jsou dale pritomna dvé dilezitd PKA fosforyla¢ni mista (Thrl4>
a Ser#95), ktera plni svou funkci pti regulaci aktivity CaMKK2. Z tohoto pohledu bylo
tedy zajimavé prostudovat vliv vazby proteinu 14-3-3 na protekci téchto PKA

fosforylaCnich mist.
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Pro tyto ucely byla pouzita katalyticky inaktivni mutantni varianta CaMKK?2,
ktera obsahuje jedinou mutaci D330A. K defosforylaci byla pouzita krali¢i protein

fosfatasa 1 (PP1, Sigma-Aldrich).

A‘ pCaMKK2 pCaMKK2 + 14-3-3y B
E:EIS 1. 7 3'} M. pCaMKK2 p::aMKKE
(min) 0 1.5 7 30 0 5 - 14-3-3y
CaMKKz2 =
4x P— —4x P —
ng,t P— — — —not F 50
ET
25 [ee—
33 — s — —
20

Obr. 5.30 Limitovand defosforylace pCaMKK2 D330A. A - 12% gel z SDS-Phos-tag-PAGE po
limitované defosforylaci pCaMKK2 D330A a pCaMKK2 D330A v piitomnosti 14-3-3y B -
Kontrola vzorkili fosforylované CaMKK2 D330A a komplexu pCaMKK2 D330A:14-3-3y na
SDS-PAGE (12% gel). Alikvoty (64 pmol) byly odebirany vcéase 0, 1,5, 7 a 30 min
defosforylace a reakce byla zastavena pridavkem inhibitoru (-glycerolfosfatu do finalni

koncentrace 100mM a smisenim s SDS redukujicim vzorkovacim pufrem.

Z obr. 5.30 A je patrné, Ze vazba 14-3-3y na CaMKK2 D330A vyrazné chrani
kinasu pred defosforylaci vzhledem k mnohem mens$i abundanci zo6ny
nefosforylovaného proteinu v ase 7 a 30 minut inkubace s PP1. Charakterizace
fosforylacniho stavu proteinu na studovanych mistech v ¢asovych bodech 0, 1,5 a 7
minut defosforylace byla provedena pomoci LC-MS/MS. Priprava vzorku byla totoZna
s pripravou pro Phos-tag gely svyjimkou, Ze reakce byla zastavena pridavkem
100mM [-glycerolfosfatu a okamzitym zmrazenim v kapalném dusiku. Dalsi postup
byl shodny s analyzou H/D vymény (viz kap. 4.3.5.1, str. 61). Tab 5.8 shrnuje casovou
zavislost abundance peptidii obsahujicich fosforyla¢ni mista Thr14> a Ser#%> (viz str.
122). Poméry intenzit nefosforylovaného (not-P) a fosforylovaného peptidu (P)
naznacuji, ze vazba 14-3-3y zpomaluje defosforylaci Ser4°> az do 7. minuty reakce.
U peptidu obsahujictho Thr14> je rovnéZ moZné pozorovat pomalejsi kinetiku

defosforylace. Vysledky naznacuji, Ze vazba 14-3-3 zpomaluje defosforylaci obou PKA
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inhibi¢nich mist a udrzuje tak kinasu v inaktivnim stavu. Na druhé strané, méreni
enzymové Kkinetiky neprokazalo, Ze by vazba 14-3-3 primo modulovala aktivitu
CaMKK?2 jako v pripadé CaMKK1 (vysledky jsou soucasti publikace Psenakova et al.,
2018).

Tab. 5.8 Casovd zdvislost abundance dvou peptidii pCaMKK2 D330A obsahujicich
fosforylacni mista Thr145 a Ser495 pri defosforylaci v nepritomnosti a pritomnosti 14-

3-3y. Intenzita byla ziskdna z extrahovanych chromatogramii daného ionu.

Cas defosforylace (min)
Intenzita
; Forma
Misto . m/z
peptidu
pCaMKK2 pCaMKK2 + 14-3-3y
0 1.5 7 0 1.5 7
P 695,9556 (5+) 2.5E+07 2.8E+07 2.2E+07 2.0E+07 4.0E+07 1.6E+07
Thr145? not-P 679,9625 (5+) 1.3E+07 3.3E+07 3.7E+07 1.3E+07 1.3E+07 3.2E+07
Pomér not-P/P 0.52 1.2 1.7 0.65 0.33 2.0
P 570,2900 (5+) 2.3E+07 2.5E+07 5.4E+06 1.8E+06 4.0E+06 4.2E+06
Ser495® not-P 554,2970 (5+) 0.0E+00 2.9E+06 6.2E+06 0.0E+00 0.0E+00 0.0E+00
Pomér not-P/P 0 0.12 1.1 0 0 0

*Sekvence: PSLPYSPVSSPQSSPRLPRRPT!**VESHHVSIT
bSekvence: VKTMIRKRS**FGNPFEGSRREERS

5.5 Biofyzikalni a strukturni charakterizace komplexu

CaMKK2:Ca2*/CaM

5.5.1 SAXS

Kinasova doména CaMKK vykazuje strukturni odliSnosti od katalytickych
domén jinych zastupcl z rodiny CaMK. Za prvé, obsahuje flexibilni isek bohaty na
aminokyseliny Arg a Pro a Gly, zvany RP insert, ktery se uplatiiuje pti rozpoznavani

substratu (Tokumitsu et al, 1999). Za druhé, se 1isi sekvenci a délkou AID’. Za treti,

7 AID — autoinhibiéni doména
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struktura CaMKK2 zcela postrada helix aD, ktery se nachazi u CaMKI i CaMKII
ainteraguje skrze hydrofobni interakce sAID (Kukimoto-Niino et al, 2011a).
Z téchto strukturnich rozdili CaM kinas vyplyvd i rozmanitost aktivacnich
mechanismii vazbou Ca?*/kalmodulinu. Z krystalovych struktur CaMKI a CaMKII
v aktivovaném ainhibovaném stavu vyplyva, Ze vazba kalmodulinu vyvolava
konformacni zménu i na urovni sekundarni struktury. Vazba kalmodulinu na
autoregulacni segment CaMKII (296-316) indukuje novou helikalni strukturu na C-
konci, ktera je pevné obklopena obéma doménami kalmodulinu. Pri této interakci se
kalmodulin vzdaluje od kinasové domény (Rellos et al, 2010). Naopak krystalova
struktura komplexu mezi DAPK a CaM nabizi jiny zpisob aktivace, ptri kterém
dochazi k primeé interakci mezi kalmodulinem a kinasovou doménou (de Diego et al.,
2010). Méreni NMR prokazalo, Ze peptid CaMKK1 CBD® se nachazi v komplexu
s kalmodulinem v opacné orientaci nez vétSina zastupcli CaM kinas, coz je dalsi
indicie, Ze i CaMKK2 miiZe byt regulovana zcela odliSnym mechanismem (Racioppi &
Means, 2012; Osawa et al.,, 1999).

Abychom ziskali hlubsi nahled do struktury a dynamiky komplexu, vyuZili
jsme opét techniky SAXS jako v predchozich pripadech. Spole¢né s daty z chemického
zesiténi, H/D vymény a molekulového dokovani se nam podarilo objasnit

architekturu komplexu CaMKK2:Ca?*/CaM.

Tab. 5.9 Strukturni parametry ziskané ze SAXS

c Roga Rogb D:nax Vpe My af Myef
(mg.ml-1) (A) (A) 4) (nm?) _(kDa) (kDa)
CaMKK2 28  32,6+03 327+03 126 956 48+1 60
2,1 32,1403 322403 125 940 46+1 59
Ca?*/CaM 39 222401 222+01 71 276 201 17
1,9 222403 223401 67 281 21+1 18
Complex 58  384+05 38,6+05 124 1121 66+1 70
(1:1) 24 37,1404 373404 120 1100 64+1 69

aR, ziskané z recipro¢niho prostoru
bR, ziskané z redlného prostoru

cPorodiiv objem

d Molekulova vaha ziskdna ze srovnani intenzity rozptylu v pfimém sméru I(0) s rozptylem
referenc¢niho roztoku hovéziho sérového albuminu
eMolekulova vaha ziskana z Porodovy rovnice (M. = V, x 0,625)
fTeoretické molekulové hmotnosti: CaMKK2 (48 kDa), Ca2+/CaM (17 kDa) a komplexu
CaMKK2:Ca2+/CaM (65 kDa)

8 CBD - kalmodulin-vazebna doména

123



SAXS data byla namérena pro samotnou CaMKK2 S100, Ca?*/CaM a komplex
CaMKK2:Ca?*/CaM v molarnim poméru 1:1. Vzorky komplexu byly pripraveny
vrozmezi koncentraci 2,4 az 10,7 mgmll, ale pouze vzorky pri nizkych
koncentracich (2,4 a 5,8 mg.ml-1) byly monodisperzni bez naznaku agregace, coz
dokazuje i linearita Guinierova vynosu na obr. 5.31 A (viz str. 125). Pro dalsi analyzu
byla pouZita rozptylova krivka vzorku pri koncentraci 2,4 mg.ml-l. Vypocitané
zdanlivé molekulové hmotnosti jsou v souladu s ocekdvanymi molekulovymi
hmotnostmi samotné kinasy, kalmodulinu i komplexu (viz tab. 5.9, str. 123).

Parové distribu¢ni funkce P(r) samotné CaMKK2 i komplexu vykazuji
podobnou vzdalenost Dmay, nicméné v komplexu je vétsi zastoupeni meziatomovych
vzdalenosti v rozmezi 6-10 nm (obr. 5.31 B).

Normalizované Kratkyho vynosy nam poskytuji informaci ohledné flexibility
proteinového retézce (viz obr. 5.31 C). VyznaCeny bod na obr. 5.31 C odpovida
maximu pro kompaktni globularni proteiny. Je zjevné, Ze CaMKK2 i komplex vykazuji
vétsi maxima, coZ vypovida o jejich zvySené konformacni flexibilité. Z toho divodu
jsme opét pristoupili k metodé EOM, ktera vybere set konformeri nejlépe
odpovidajicim experimentdlnim datlim. V této analyze kinasova doména a Ca2*/CaM
vazana na CBD predstavovaly rigidni struktury a N- a C-terminalni segmenty CaMKK
byly domodelovany fetézem kouli reprezentujici priimérnou aminokyselinu.

Vybrand mnozina konformert (Cervend kiivka) vykazuje shodu
s experimentalnimi daty s hodnotou x2 ~ 1.12. Distribu¢ni funkce gyra¢nich polomért
i maximalni meziatomové vzdalenosti vybrané mnoZiny zaujimaji kompaktnéjsi tvar
ve srovnani s celkovym souborem konformera (Cerna kiivka), viz obr. 5.31 E a F.
Priimérné hodnoty Rg (36.6 A) a Dmax (121 A) jsou konzistentni s experimentalnimi
SAXS daty (viz tab. 5.9, str. 123), navic z jejich distribuce vyplyva, ze ~ 50%
konformert zaujima kompaktni tvar s hodnotami Rg < 35 A a Dmax < 120 A. Tato
pozorovani nas opét privadi k predpokladu primé interakce mezi kinasovou doménou

a Ca?*/CaM. Strukturni modelovani bylo provedeno prof. TomaSem ObSilem.
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Obr. 5.31 SAXS analyza komplexu CaMKKZ2:Ca?*/CaM. A - Intenzita rozptylu v zavislosti na
rozptylovém vektoru (s = 47 sin (6)/7, kde 20 je tihle rozptylu a A je vinova délka zareni) pro
CaMKK2 a komplex CaMKK2:Ca?*/CaM. Komplex byl pripraven v molarnim poméru 1:1.
Guinierovy vynosy jsou vloZeny vobrazku A. B - Distribu¢ni funkce vzdalenosti P(r)
vypocitané z experimentalnich dat pomoci programu GNOM. C - Normalizované Kratkyho
vynosy. Maximum funkce pti hodnoté 1.104 pro sR, = 1.73, je charakteristické pro kompaktni
globularni proteiny. D - Superpozice experimentalni rozptylové kiivky komplexu s vypocitanymi
kiivkami pro soubor konformerti vybranych v programu EOM. Distribu¢ni funkce gyracnich
polomért R (E) and maximalnich vzdalenosti Dmax (F) pro riizné konformace komplexu

CaMKK2:Ca?+/CaM z mnoziny konformera vybranych v programu EOM.

5.5.2 H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

v/

Pro blizs8i charakterizaci interakce a vazebného rozhrani mezi CaMKK2 a CaM
byla pouzita metoda vodik/deuteriové vymény s hmotnostné spektrometrickou
detekci. BliZsi postup pripravy vzorku je uveden v kap. 4.3.5.1 (viz str. 61).

Deuterace samotné CaMKK2 a komplexu CaMKK2:CaM (ve stechiometrii 1:1)
byla sledovana v riiznych ¢asovych intervalech. V ramci této prace jsou prezentovany
dva casy (60 s a 5 hod), které dobre popisuji dynamiku interakce mezi CaMKK2

aCaM a strukturni useky CaMKK2, které jsou touto vazbou ovlivnény. Deuterace
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v nejdelSim Case (5 hod) predstavujici stacionarni stav byla rovnéz pouzita pro
konstrukci vysledného modelu interakce mezi CaMKK2 a CaM. Protek¢ni vynosy byly
konstruovany pomoci 22 peptidii pokryvajicich celou sekvenci CaMKK2 (viz obr.
5.32, str. 127). Oblasti kinasove domény (KD), kde byly pozorovany zmény v kinetice
H/D vymény jsou vizualizovany na obr. 5.33 a 5.34 na krystalové strukture CaMKK2
KD (viz str. 128-129). Nejvyraznéjsi zmény v kinetice vymény z hlediska vyssi
protekce jsou pozorovany v oblasti CBD, dale pak v nékolika oblastech vramci N-
koncového laloku (1, B2 a smycCka mezi 32 a 3) a ve dvou oblastech C-koncového
laloku (viz obr. 5.32, 5.33 a 5.34, str. 127-129).

Prvni oblast ze C-subdomény obsahuje helix oE a retézce 36 a 38, které vytvari
jednu stranu ATP vazebného mista. Druha oblast z C-subdomény, zahrnuje aEF, 11
a N-konec helixu oF (viz obr. 5.33, str. 128). Vyrazna zména v oblasti CBD (470-517,
peptidy P7 a P8 - viz obr. 5.32), odrazi fakt, Ze je plné ponorena dovnitr Ca?*/CaM,
jak bylo drive popsano pro interakci mezi CBD peptidem CaMKK1 a Ca?*/CaM
(Osawa et al, 1999). Pomalejsi inkorporace deuteria v téchto oblastech kinasové
domény muze byt dlisledkem strukturni stabilizace po naruSeni vazebnych interakci
mezi AID a kinasovou doménou. Pfipadné miize pomalejsi kinetika poukazovat na
snizenou pristupnost rozpozstédlu v disledku interakce se segmentem AID-CBD
s navazanym Ca?*/CaM.

Oproti tomu rychlejSi kinetika H/D vymény signalizuje vétsi dynamiku,
zvySenou pristupnost rozpousStédlu nebo strukturni destabilizaci. Signifikantni
narlst rychlosti vymény byl pozorovan pro oblast 208-236 a 237-251 uvnitf N-
koncového laloku, které zahrnuji dilezity RP insert, 4, 85 a helix aC (viz obr. 5.33 a
5.34, str. 128-129). ZvySena deprotekce v této oblasti mliZe byt disledkem naruseni
interakce mezi AID segmentem a kinasovou doménou na zakladé aktivace Ca?*/CaM.
Na druhé strané pomalejsi kinetika v oblastech 292-318 a 319-331 (peptidy P4 a P5,
obr. 5.32 a 5.34) mize byt spojena s konformacni zménou pti uvolnéni AID
z kinasové domény. Tyto dva peptidy obsahuji C-koncovy helix aE a usek obsahujici
retézce (6-B8, které se nachazi v blizkosti oblasti se zvySenou vodik/deuteriovou

vymeénou pri vzniku komplexu.
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Obr. 5.32 Deuteracni profil samotné CaMKK2 (¢ernd) a CaMKK2 v komplexu s Ca?*/CaM
(Cervend) v case 60 s (A) a 5 hod (B). Schématické zobrazeni doménové struktury CaMKK2,

RP insert a CaM vazebné misto jsou znazornény nad grafem.
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Obr. 5.33 Vazba Ca?+/CaM indukuje strukturni zmény v rdmci kinasové domény. A - Barevné
vyznacené oblasti kinasové domény ovlivnéné vazbou Ca?+/CaM. Krystalova struktura
kinasové domény CaMKK2 s inhibitorem 8R4. PDB kdd: 5UY6. B - Porovnani se strukturou
ostatnich CaM kinas. Struktury CaMKI KD-AID (PDB ID: 1A06) (Goldberg et al, 1996),
CaMKII KD-AID (PDB ID: 3SOA) (Chao et al, 2011) a CaMKIV KD-AID (PDB ID: 2W40) ve
stejné orientaci jako CaMKK2 KD v panelu A. Pro lepsi nazornost neni ve struktuire CaMKII
pritomna C-koncova hub doména. Autoinhibi¢ni segmenty jsou zvyraznény Sedou barvou a

CBD oranzové.
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Obr. 5.34 Detailni pohled na kinetiku H/D vymény pro vybrané peptidy z obr. 5.30 u samotné
CaMKK?2 (¢ernd) a CaMKK2 v pritomnosti s Cazt/CaM (Cervend). Vodik/deuteriova vymeéna je
prezentova ve formeé procent vztazeném k maximalni teoretické tirovni deuterace (vlevo osa
y) a ve formé pocCtu vyménénych protond (vpravo osa y). Pozorované zmeény v ramci
kinasové domény (peptidy P1-P6) jsou vizualizovany na krystalové struktufe CaMKK2 KD
(PDB kéd: 5UY6). Body v ¢ase 1min, 3min a 3hod byly méteny v triplikatech pro urceni SD a
signifikance vysledku.

Ze strukturnich studii ostatnich CaMK vyplyva, Ze AID je lokalizovan mezi aD a
aE, pricemZ ovliviiuje pozici helixu aD a konformaci rezidui v ATP-vazebném misté.
(Goldberg et al, 1996; Rosenberg et al., 2005; Chao et al, 2011)(viz obr. 5.33, str.
128). V nékterych pripadech bylo dokonce pozorovano, Ze AID primo zasahuje do
ATP-vazebného mista (Goldberg et al., 1996). V tomto pripadé vSe nasvédCuje tomu,
ze CaMKK2 AID interaguje pres odliSny povrch vymezeny retézci 34, 5 a helixem aC

nachazejici se na opacné strané kinasové domény.
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5.5.3 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Chemické zesiténi kombinované shmotnostni spektrometrii bylo vyuZito
k ovéreni primych kontaktli mezi kinasovou doménou CaMKK2 S100 (CaMKK2 KD)
a kalmodulinem a k ziskani dalSich strukturnich informaci o vzajemnych relativnich
pozicich. Vzhledem kabsenci strukturnich dat u CaMKK2 v N a C-koncovych
oblastech molekuly, bylo moZné ovérit pouze ta spojeni, jejichZ rezidua se nachazi
v ramci znamé krystalové struktury kinasové domény. Pro tyto ucely byla pouZzita dvé
sitovaci cinidla reagujici sprimarnimi aminy lysini - disukcinimidyl glutarat
a disukcinimidyl suberat. Tato €inidla se lisi délkou spojovaciho raménka (DSS ~ 11,4
A, DSG ~ 7,7 A), coZ umoziiuje detekovat riéizné vzdalenosti mezi lysiny v ramci
molekuly nebo molekuly komplexu. Pri validaci téchto kovalentnich spojeni je nutné
zohlednit flexibilitu proteinovych fetezci a proto se za optimalni vzdalenost mezi
alfa-uhliky lysint obecné povazuje 20 A pro DSG a 24 A v ptipadé DSS (Rozbesky et
al, 2012). Identifikovana intermolekuldrni spojeni propojuji tifi rzné oblasti
kinasove domény CaMKK2 se tfemi riiznymi oblastmi CaM, viz tabulka 5.10 (viz str.
131). Ve dvou pripadech nebylo mozné identifikovat presné reziduum, protoze
odpovidajici peptid obsahoval dva prilehlé lysiny Lys’6 a Lys’8. Spojeni
.1 a 3 propojuji Lys*?3 z CaMKK2 AID-CBD s Lys!4° z C-konce kalmodulinu. Spojeni

(@

(@

.2a 5 byla identifikovana mezi Lys**1 z helixu al na C-konci kinasové domény
CaMKK2 alinkerem spojujicim N- a C-termindlni doménu CaM, obsahujici jiz
zminované Lys’¢ a Lys’8. Spojeni ¢. 4 propojuje opét Lys#*?3 z CaMKK2 AID-CBD s Lys’8
z kalmodulinu. Posledni spojeni ¢. 6 bylo nalezeno mezi Lys?>° nachazejicim se
vramci beta-struktury 4 v N-terminalnim laloku CaMKK2 a Lys!'* uvnitf N-

koncového helixu kalmodulinu.
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Tab. 5.10 Intermolekuldrni spojeni mezi CaMKKZ2 a CaM ziskanych z reakci s DSS a DSG

Cross-linked Cross-linked Observed Theoretical Error
peptides residues
mass mass (ppm)
CaMKK2 CaM CaMKK2-CaM
DSGa 1 493-494 128-149 K493-K149 2888,31 2888,31 0,40
2 430-448 76-78 K441-(K76, K78) 2787,53 2787,53 -1,03
DSSa 3 493-494 128-149 K493-K149 2930,36 2930,36 0,06
4 493-494 77-87 K493-K78 1792,87 1792,87 0,19
5 430-448 76-78 (K441-K76, K78) 2829,58 2829,58 -1,30
6 243-250 1-14 K250-K14 2769,37 2769,37 0,57

5.5.4 Strukturni modelovani komplexu CaMKK2 KD:Ca?"/CaM

K vizualizaci strukturnich informaci z chemického zesiténi a H/D vymény bylo
vyuZito modelovani v programu HADDOCK, které provedla Dr. Katarina PSenakova
(Dominguez et al, 2003). Jako vychozi struktura pro modelovani byla pouzita
krystalova struktura kinasové domény CaMKK2 KD (PDB ID: 5UY6) a NMR struktura
Ca?*/CaM vazaného na CaMKK1 CBD (PDB ID: 1CKK) (Osawa et al, 1999).
Meziatomové vzdalenosti byly vymezeny na zakladé vysledki chemického zesiténi.
Oblasti CaMKK2 KD, které prokazaly zvySenou miru protekce po 5 hodinach
deuterace v pritomnosti Ca?*/CaM (182-190, 292-341, 354-473), byly vybrany jako
soucast vazebného rozhranti.

Jako finalni model byla pouzita struktura s nejnizsi intermolekularni energii,
ktera byla konzistentni s vétSinou spojeni ziskanych chemickym zesiténim (vit tab.
510 a obr. 535, str. 132). Model navrhuje, Ze CaMKK2 KD interaguje
s Ca?*/kalmodulinem skrze povrch tvoreny C-koncovou oblasti helixu aE, coz
potvrzuje potlaceni vodik/deuteriové vymény v této oblasti pri tvorbé komplexu.
ZvySena protekce ve smyckach f2—B3 a aEF—11 (viz obr. 5.33-5.34, str. 128-129)
po 5 hodindch deuterace vSak naznacuje, Ze Ca2*/kalmodulin miiZe interagovat

i s témito oblastmi.
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Obr. 5.35 Model komplexu CaMKK2 KD:Ca?*/CaM. Tento model byl ptipraven s pomoci
programu HADDOCK s vyuzitim krystalové struktury kinasové domény CaMKK2 (PDB kad:
5UY6), struktury Ca2+/CaM vazaném na kalmodulin vazebnou doménu CaMKK1 (PDB ID:
1CKK) a intermolekularnich spojeni. Struktura CaMKK2 je zvyraznéna barevné dle vysledki

H/D vymény v pritomnosti Ca2+/CaM (Osawa et al, 1999).
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6 DISKUZE

6.1 Interakce mezi proteinkinasou ASK1 a TRX1

ASK1 hraje klicovou roli v regulaci bunécné apoptosy a produkci cytokint pii
oxidativnim stresu. V klidovém stavu bunky ASK1 vytvari neaktivni multiproteinovy
komplex zvany ASK1 signalosom, jehoZz jadro vytvari proteiny ASK1, ASK2 a proteiny
14-3-3, které funguji jako inhibitory (Tobiume et al, 2002; Federspiel et al, 2016;
Goldman et al, 2004). Zda se, Ze sloZeni tohoto komplexu je znacné variabilni
v zavislosti na redoxnim stresu a analyza jeho jednotlivych prvkil je znacné ztiZzena
dynamikou procesu. V regulaci proto zlistdvd mnoho otaznikii, véetné ulohy vazby
thioredoxinu, ktery patrné funguje jako primarni inhibitor v N-koncové Ccasti
proteinu, kde brani oligomerizaci ASK1 a jeji nasledné aktivaci (Fujino et al,, 2007).
Vzajemna interakce je podminéna piitomnosti cysteinli v katalytickém motivu
thioredoxinu, které pri oxidaci vytvari disulfidickou vazbu vedouci k disociaci
komplexu (Saitoh et al.,, 1998). Mizivé informace ohledné struktury ASK1-TBD a jejiho
vazebného rozhrani s thioredoxinem jsou hlavnim diivodem, pro¢ nebyl molekularni
mechanismus této regulace doposud objasnén.

V ramci toho projektu nas zajimala strukturni podstata interakce mezi ASK1-
TBD a TRX1 v redukujicim a oxidujicim prostredi. V prvni fazi jsme charakterizovali
komplex mezi nativnimi proteiny vredukénim prostredi, poté jsme pristoupili
k cilové mutagenezi cysteinii obou proteinii a nakonec k oxida¢nim experimentiim za
Ucelem testovanti jejich vlivu na vzajemnou interakeci.

Pro tyto ucely bylo testovano nékolik konstruktti ASK1-TBD v rozmezi 46-302,
které byly navrzeny v souladu s predikci sekundarni struktury. Jediny z konstrukt,
zahrnuji sekvenci 88-302 s C-termindlni histidinovou kotvou, vykazoval nejlepsi
uroven bakterialni exprese a optimalni miru kvality pro dalsi studie. Schopnost vazby
thioredoxinu byla ovérena jak pomoci nativni elektroforézy, tak pomoci analytické
ultracentrifugace. Sedimentacni analyza smési ASK1-TBD sTRX1 v redukujicim
prostredi potvrdila, Ze oba proteiny vytvari stabilni komplex svazebnou
stechiometrii 1:1 a disocia¢ni konstantou Kp ~ 0,3uM (viz obr. 5.8, str. 84). Vzhledem

kjasnym ukazatelim, Ze vzijemnd interakce je dependentni na pritomnosti
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katalytickych cysteint Cys3Z a Cys3® (Saitoh et al., 1998; Liu, 2002; Fujino et al, 2007)
byly vytvoreny mutantni varianty TRX1 CS, TRX1 C32S a TRX1 C35S. Ze sedimentacni
analyzy téchto proteinti ve smési s ASK1-TBD vyplynulo, Ze pouze TRX1 C32S (Kp ~
12uM ) a TRX1 CS (Kp ~ 1mM) vazou ASK1-TBD se signifikatné nizsi vazebnou
afinitou nez WT (viz obr. 5.10 A, str. 86 a obr. 5.11, str. 87). Vazebna afinita mezi
TRX1 CS a ASK1-TBD je natolik nizka, Ze za fyziologickych koncentraci v prostredi
bunky je tato interakce nerealna. Vyznamy pokles u afinity v pripadé TRX C32S
signalizuje, Ze Cys3? je pro vazbu naprosto zasadni. Z dvojice katalytickych cysteinii je
cystein na pozici 32 lokalizovan na povrchu proteinu, ma signifikantné nizsi pK,
(~6,7) a nachazi se ve formé thiolatového iontu (Kallis & Holmgren, 1980). Autori
studie Nadeau et. al (2009) jiz drive spekulovali, Ze interakce mezi ASK1-TBD
a thioredoxinem je zprostredkovana tvorbou mezimolekularniho disulfidu mezi
Cys?50 a Cys32. Takovy mechanismus je vSak v redukujicim prostiredi cytosolu znacné
nepravdépodobny a provedeni denaturujici SDS-PAGE elektroforézy za
neredukujicich podminek tuto hypotézu vylucuje (viz obr. 5.9, str. 85). Nicméné lze
piredpokladat, Ze thiolatovy ion mize byt zapojen do coulombickych interakci s ASK1-
TBD a narusSeni této interakce uzavienim disulfidického mustku Cys32-Cys35> nebo
jeho mutageneze vede k destabilizaci komplexu.

Uvnitt katalytického motivu se dale nachazi Trp31, ktery pri oxidaci cysteinti
nebo jejich nahrazeni seriny prochazi konformac¢ni zménou. Z krystalové struktury
vyplyva, Ze vredukované formé tato aminokyselina vykazuje urcitou miru
nestrukturovanosti, ale pri oxidaci nabyva definované struktury (Weichsel et al,
1996). Proto je dlivodné se domnivat, Ze vliv na destabilizaci komplexu v pripadé
mutace cysteini muliZe mit pravé i tato konformacni zmeéna. Vysledky méreni
sedimentacni analyzy a casové rozliSené fluorescence jsou v souladu s touto
predstavou. Za prvé, mutace W31F méla razantni dopad na vazebnou afinitu vici
ASK1-TBD (Kp ~ 30uM) (viz obr. 5.10 B, str. 86). Za druhé, méreni Casové rozliSené
fluorescence ukazalo, Ze pri tvorbé komplexu dochazi k nariistu stiedni doby Zivota
excitovaného stavu Tmean @ k potlaCeni segmentalni dynamiky v blizkém okoli Trp31
(viz tab. 5.2, str. 92 a obr. 5.14, str. 93). VySs$i hodnota tmean 2 pomalejsi pokles
depolarizace fluorescence Trp3! v piitomnosti ASK1-TBD je patrné dtlisledkem

snizené segmentalni mobility katalytického motivu 3'WCGPC3% a sniZené pristupnosti
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okolniho polarniho prostredi. Vzhledem k tomu, Ze je tento tryptofan exponovan na
povrchu proteinu, 1ze tyto zmény prisuzovat jeho primé interakci s ASK1-TBD.

Molekula thioredoxinu obsahuje dalsi cysteiny 62 a 69 mimo aktivni centrum.
Jejich oxidace vsilnych oxida¢nich podminkach vyvolava tvorbu druhého
intramolekularniho disulfidu, ktery narusuje konformaci thioredoxinu doprovazenou
ztratou katalytické aktivity (Hashemy & Holmgren, 2008; Watson et al, 2003).
Mutageneze téchto cysteinii vSak neprokazala téméz zadny vliv na vazebnou afinitu
vuci ASK1-TBD (viz obr. 5.11 D-E, str. 87).

V ramci oxidacnich experimentii se ndm podarilo nalézt takové podminky, pti
nichZz dochazi kuzavieni disulfidického mitistku v katalytickém centru Cys32-Cys35
anebo obou intramolekularnich disulfidickych muastki TRX1 (viz tab. 5.5, str. 100).
Obé oxidované formy vykazovaly srovnatelnou a priblizné 10x niZsi vazebnou afinitu
neZ redukovany TRX1 (viz obr. 5.17 B-C, str. 102), coZ naznacuje, Ze klicovym
faktorem pro disociaci komplexu je uzavieni disulfidického miistku v katalytickém
centru TRX1. Disociace komplexu pri fyziologickém oxidativnim stresu vede
k aktivaci ASK1. Oxidace thioredoxinu jiZ za mirnych podminek a z toho plynouci
destabilizace komplexu je dikazem nesmirné senzitivity tohoto regulacniho
mechanismu.

Diive bylo naznaceno, Ze Cys?>? z ASK1-TBD zastava urcitou roli pri interakci
s thioredoxinem, protoZe jeho mutace vedla k potlaceni vazby (Zhang, 2004). Cilena
mutageneze 6 cysteini ASK1-TBD (Cys185, Cys200, Cys206, Cys225, Cys226 a Cys?0)
a experimenty sedimentacni analyzy ukazaly, Ze pouze mutace na pozici 250 méla
signifikantni dopad na vazebnou afinitu vii¢i TRX1(Kp ~ 50uM, viz obr. 5.12, str. 89).
Vyznam tohoto cysteinu pro interakci vSak zatim nebyl objasnén. Méreni casové
rozliSené fluorescence dokladaji, Ze interakce mezi obéma proteiny ma odliSny
charakter neZ v pripadé WT (viz tab. 5.2, str. 92). Cys120 byl z analyzy vyloucen, nebot
meéreni diferencni skenovaci fluorimetrie prokazalo jeho zna¢nou nestabilitu patrné
v disledku naruseni terciarni struktury (viz tab. 5.1, str. 90).

Ze studii rovnéz vyplyva, zZe aktivaéni mechanismus miiZe souviset i s oxidaci
samotné ASK1 (Nadeau et al, 2007, 2009). Pomoci alkylace za nativnich podminek
a hmotnostni spektrometrie jsme charakterizovali pristupnost jednotlivych cysteint

na povrchu proteinu redukované ASK1-TBD. Pri klasickém protokolu proteomického
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Stépeni proteinu by vSak mohlo dochazet ke spontanni tvorbé disulfidickych vazeb,
coz by mohlo byt pro analyzu zasadni. Proto analyza probihala pri nizkém pH
ateploté vpodobném experimentalnim usporadani jako H/D vyména (viz kap.
4.3.5.1, str. 61). Alkyla¢ni experimenty odhalily, Ze Cys2%, Cys20¢ a Cys250 jsou plné
exponované na povrchu, zatimco Cys!'?0 byl kompletné nepritupny alkylatnimu
¢inidlu. Rezidua Cys185 a jeden z para Cys22> a Cys?26 jsou exponované pouze Castecné
(viz obr. 5.13, str. 91).

Nasledné jsme zopakovali alkylaci ASK1-TBD za mirnych podminek oxidace,
kterd odhalila tvorbu dvou intramolekuldrnich disulfidickych mistki, konkrétné
Cys200-Cys206 a Cys225-Cys226 (viz obr. 5.19-5.21, str. 105-107). V malé mire byly
rovnéz detekovany disulfidické mistky Cys18-Cys200, Cys250-Cys22> nebo Cys250-
Cys?26. Vyznam tvorby téchto disulfidickych vazeb vramci ASK1-TBD vsSak zbyva
objasnit.

Pii studiu vlivu oxidace ASK1-TBD na vazebnou afinitu vi¢i TRX1 nebylo
mozné pouZzit katalyticky aktivni TRX1, ktery by mohl vyvolat jeji zpétnou redukci.
Z toho divodu jsme se rozhodli vyuzit mutantni variantu TRX1 C35S. Nicméné
experimenty sedimentacni analyzy za neredukujicich podminek ukazovaly na jasnou
tvorbu komplexu. To nads vedlo kmysSlence, Ze miiZe dochazet ktvorbé
intermolekularniho disulfidu mezi mezi Cys3? TRX1 a cysteinem z ASK1-TBD. Tato
hypotéza byla potvrzena provedenim neredukujici SDS-PAGE, pri které byla jasné
pozorovana zéna odpovidajici komplexu mezi obéma proteiny spojenych kovaletni
disulfidickou vazbou (viz obr. 5.18 B, str. 103). Hmotnostné-spektometricka analyza
oznacila, Ze v ramci ASK1-TBD se jedna o Cys?%, coZ je i v souladu s jeho pristupnosti
na povrchu (viz obr. 5.18 A, str. 103 a obr. 5.13, str. 91).

Proto jsme se oxidovany stav ASK1-TBD pokusili dale charakterizovat pomoci
méfeni Casové rozliSené tryptofanové fluorescence. Pro tyto ucely byly pouZity
mutantni verze ASK1-TBD, které mély vnesené tryptofany na pozicich Phe242 a Phel7>.
Tyto mutace byly vybrany na zakladé prvotniho teoretického modelu ASK1-TBD, ze
kterého vyplyva proximita téchto rezidui vii¢i detekovanym disulfidickym mustkim.
Tato méreni zjistila zmény v pristupnosti i flexibilité Trp242, které mohou reflektovat
konformacni zmény na zakladé tvorby disulfidické vazby Cys225-Cys226 (viz tab. 5.6,

obr. 5.22, str. 108-109).
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V ramci blizsi charakterizace komplexu mezi ASK1-TBD a TRX1 jsme vyuZili
techniky SAXS. Tato méreni prokazala, Ze ASK1-TBD zaujima v roztoku kompaktni a
Castecné asymetricky tvar (viz obr. 5.16, str. 98). Molekula komplexu sdili velmi
podobny tvar, avSak ma protahlejsi objemnéjsi Cast. Ze srovnani obou ab initio
molekularnich obalek, vyplyva, Ze TRX1 interaguje s ASK1-TBD skrze rozsahlé
vazebné rozhrani bez dramatické zmény struktury TBD domény. Lokalni
konformacni zmény nad ramec rozliSeni vSak nemohou byt vylouceny. Strukturni
rigidita ASK1-TBD je i vsouladu s mérenim CD spektroskopie, které neprokazalo
vyznamné zmény v tercidrni struktute proteinii pti tvorbé komplexu (viz obr. 5.15,
str. 96). Méreni Casové rozliSené tryptofanové fluorescence v okoli vnesenych
tryptofanti v sekvenci ASK1-TBD rovnéz vypovidd o kompaktnosti a rigidité této
domény (viz tab. 5.3, str. 95). Méreni CD spektroskopie ve vzdalené oblasti UV bylo
uzitec¢né pro ziskani odhadu sekundarni struktury ASK1-TBD.

Ziskané poznatky nam umoznily upresnit ab initio teoreticky model komplexu
ASK1-TBD:TRX1. Pomoci rigidntho modelovani jsme ziskali model, ktery je velmi
konzistentni s experimentalnimi daty (x = 0.78, viz obr. 5.23, str. 110). Z modelu
vyplyva, Ze vazebné misto thioredoxinu lezi v C-terminalni c¢asti ASK1-TBD, kde se
nachazi Cys?99, Cys206, Cys225, Cys226 a Cys250, Vazebné rozhrani zahrnuje katalytické
centrum thioredoxinu, vcetné Trp31 a Cys32 a Cys250 z ASK1-TBD, ktery je rovnéz
zasadni pro interakci. Phe?4?, ktery byl nahrazen tryptofanem a v jehoz blizkosti
dochazi k tvorbé dilezitého disulfidického miistku Cys225-Cys226, je rovnéz soucasti
predikovaného vazebného povrchu.

NaSe sekvence ASK1-TBD se na C-konci castecné prekryva s objasnénou
strukturou centralni regulacni oblasti (Weijman et al, 2017), ktera je tvorena
z prevazné Casti kompaktni helikalni strukturou v podobé TPR domény. Na§ model
toto usporadani castecné predikuje, prestoZe v naSem pripadé se jedna o
hypotetickou strukturni konformaci ziskanou na zakladé dat s nizkym rozliSenim.

Autofri studie Bunkoczi et al. pozorovali stabilni dimerizaci kinasové domény
bez ohledu na pritomnost C-koncové CC-domény. Na druhé strané ASK1-TBD,
centralni regulacni oblast i usek sekvence 88-941 (zahrnujici kinasovou doménu, CRR
a ASK1-TBD) se vroztoku nachazi ve formé monomeru. PrestoZe tato pozorovani

nejsou plné v souladu snavrZzenym mechanismem aktivace, ktery zahrnuje homo-
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oligomerizaci na N-konci proteinu, nemtzeme vyloucit i potencidlni roli vazby faktort
TRAF a oligomerizaci v C-koncové casti proteinu. Z toho je zirejmé, zZe pro celkovy
obraz mechanismu inhibice ASK1 thioredoxinem nam stale schazi prostudovat vliv
vSech vysSe uvedenych mechanisml soucasné. Nezbytnym predpokladem pro
pochopeni této regulace je také vyreSeni struktury ASK1-TBD na drovni atomarniho

rozliSeni.
6.2 Interakce mezi CaMKK2 a 14-3-3y

CaMKK2 patii k prednim zastupcim CaM kinas, které vytvari komplikovanou
signalizac¢ni kaskadu ovliviiujici Sirokou Skalu déjli, véetné genové transkripce nebo
apoptosy (Swulius & Waxham, 2008). Biologické aspekty CaMKK2 dosahuji jesté dale,
protoZe je i dilezitym aktivatorem AMPK, jiz se prisuzuje role pri vyvoji obezity.
modulovat katalytickou aktivitu nebo stericky chranit regulacni fosforylacni misto
Thr1%8 pred defosforylaci (Davare et al, 2004; Ichimura et al, 2008). Rozdilné
biochemické vlastnosti obou isoforem znaci, Ze i regula¢ni mechanismus skrze vazbu
proteinu 14-3-3 nemusi byt jednotny. Na zakladé téchto skutecnosti bylo jednim
z cili této prace objasnéni inhibicniho mechanismu isoformy CaMKK2 pomoci
charakterizace komplexu pCaMKK2:14-3-3yAC.

SAXS analyza prokazala, Ze komplex mezi 14-3-3yAC a pCaMKK2 S100 zaujima
protahlou a flexibilni konformaci, ve které dochazi ke kontaktiim mezi kinasovou
doménou a dimerem 14-3-3 mimo jeho vazebny kanal (viz obr. 5.28, str. 117 a obr.
5.29 A-B, str. 119). V dlisledku znac¢né flexibility komplexu jsme se rozhodli strukturu
interpretovat souborem konformert.

Z analyzy EOM vyplyva, Ze konformery nejsou nahodné zastoupeny a zaujimaji
kompaktnéjsi tvar. Tento predpoklad doklada i méreni vazebné afinity mezi 14-3-3 a
peptidem obsahujiciho vazebny motiv Ser!% (Kp ~ 9uM) (Psenakova et al., 2018). Ve
srovnani s intaktnim proteinem, byla afinita témér 10x nizsi, coZ opét poukazuje na
dalSi interakcéni kontakty mimo vazebna mista. Prestoze fosforylace C-koncového
2004) pritomnost tohoto motivu ma vyznamny vliv na celkovou stabilitu komplexu a

konformacni flexibilitu (viz obr. 5.26 B, str. 113; 5.28 C-D; tab. 5.7, str. 116). SniZena
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flexibilita patrné vyplyva z imobilizace C-koncové oblasti CaMKK2 v disledku vazby
motivu do druhého vazebného Zlabku dimeru 14-3-3y.

Aktivita CaMKK1 je regulovana skrze fosforylaci Thr1%8 (Thr!4> u CaMKK2)
(Kitani et al, 2001; Wayman et al, 1997), ktera blokuje aktivaci substrati CaMKI
a CaMKIV. Z nedavné studie vyplyva, Ze fosforylace tohoto mista protrednictvim
AMPK je spjata snegativni regulaci autonomni aktivity, aniZ by ovlivnila jeji
kalmodulin-dependentni aktivitu. Fosforylace tohoto rezidua pravdépodobné
vyvolava konformacni zménu, pri které dojde k protekci N-koncové regulacni domény
v dlsledku kontaktu s autoinhibi¢ni doménou na C-konci (Nakanishi et al, 2017;
Tokumitsu et al, 2001). V souladu s timto teoretickym mechanismem jsme pozorovali
strukturni zmény v okoli Trp'40 (Psenakova et al, 2018) a rovnéZ zpomalenou
defosforylaci Thr14s i Ser4®> pri vazbé proteinu 14-3-3 (viz obr. 5.30, str. 121 a tab.
5.8, str. 122). Role proteinti 14-3-3 vregulaci CaMKK2 tedy spiSe spociva ve

stabilizaci inaktivniho stavu, nez v primé regulaci katalytického aktivity.

6.3 Interakce mezi CaMKK2 a Ca2+*/CaM

Ze strukturnich studii vétSiny zastupci CaMK (CaMKI, CaMKII i CaMKIV)
vyplyva, zZe AID vychazi ze spodni casti kinasové domény mezi helixy aD a oE (viz
obr. 5.33, str. 128), ¢imZ ovliviiuje pozici helixu aD a konformaci aktivniho centra
(Goldberg et al, 1996; Chao et al, 2011; Rosenberg et al, 2005). V nékterych
pripadech bylo zaznamenano, Ze AID primo zasahuje do aktivniho centra. Jakakoliv
reorganizace aktivniho centra je podstatou autoinhibi¢niho mechanismu (Goldberg
et al, 1996; Hu et al., 1994). Avsak C-koncovy lalok CaMKK2 KD helix aD postrada
arovnéz délka sekvence AID je odliSnda od CaMKI a CaMKII, coz nas nabada k
predstavé rozdilné interakce mezi AID a kinasovou doménou (Kukimoto-Niino et al,
2011a). Experimenty H/D vymény naznacuji, Ze AID by mohl interagovat skrze
povrch tvoreny retézci (4, B5 ahelixem aC, ktery se nachazi na opacné strané
kinasové domény nez u jinych zastupci CaMK. Tyto oblasti vykazovaly pti vazbé
Ca?*/kalmodulinu zvySenou miru deprotekce predevSim v kratSich casovych

intervalech, ve kterych probiha aktivace (viz. obr. 5.32, str. 127 a 5.34 str. 129). Tato
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pozorovani jsou v souladu s predstavou odliSné interakce mezi CaMKK2 KD a AID
(Kukimoto-Niino et al, 2011b; Osawa et al., 1999; Tokumitsu et al., 1999).

Na druhé strané byly nalezeny i oblasti CaMKK2 KD, které vykazovaly
pomalejsi kinetiku vymeény v komplexu. Jedna se o helix aE a segmenty 6-38 a 31-32
(viz obr. 5.32-5.34, str. 127-129). Tyto oblasti se nachazi v blizkosti ATP-vazebného
mista a pozorované zmeény reflektuji indukované konformacni zmény v disledku
vazby Ca?*/kalmodulinu. Tato predikce je vsouladu sdrivéjSimi studiemi
aktivatniho mechanismu, které na zakladé cilené mutageneze aminokyselin
v blizkosti aktivniho centra predpokladaji, Ze wuvolnéni AID je doprovazeno
reorganizaci aktivniho centra (O’Brien et al, 2017). Rychlejsi kinetika deuterace byla
pozorovana u unikatniho motivu CaMKK2, RP insertu (viz obr. 5.32 a 5.34). Expozice
tohoto vysoce flexibilniho useku po aktivaci vazbou kalmodulinu rovnéz souvisi
sjeho biologickou podstatou, kterd tkvi v rozpoznavani cilovych substrati CaMKI
a CaMKIV (Tokumitsu et al., 1999).

Strukturni studie kinasy DAPK nabizi mechanismus aktivace zaloZeny na
simultanni interakci kalmodulinu s CBD i s kinasovou doménou, pii niZ dochazi ke
sniZené pristupnosti aktivniho centra (de Diego et al, 2010). Nékteré oblasti
kinasové domény vykazovaly zvySenou miru protekce i po 5 hodinach deuterace, kdy
se systém nachazi v dynamické rovnovaze. ZvySena protekce muiZe byt priCinou
stabilizace prvkd sekundarni struktury anebo odrazet sniZenou pristupnost
okolnimu prostiedi v dlisledku interakce kinasové domény sAID snavazanym
Ca?*/kalmodulinem (Ca?*/CaM-AID).

Analyza EOM ziskanych SAXS dat a meziatomové vzdalenosti z chemického
zesiténi dokazuji, Ze vétSi cast molekul komplexu CaMKK2:Ca?*/CaM zaujima
kompaktnéjsi strukturu (viz obr. 5.31 E-F, str. 125 a tab. 5.9, str. 123). Tyto vysledky
jsou konzistentni s nasi hypotézou, Ze kinasovd doména CaMKK2 primo interaguje
s Ca?*/CaM-AID. Normalizovany Kratkyho vynos (obr. 5.31 () vypovidajici
o konformacni flexibilité molekul vroztoku, doklada, Ze tato interakce je spiSe
transietni.

Model komplexu CaMKK2 KD:Ca?*/CaM (viz obr. 5.35, str. 132) vytvoreny na
zakladé vysledkl z chemického zesiténi a H/D vymeény napovidd, Ze interakce mezi

Ca?*/CaM-AID a kinasovou doménou je zprostfedkovana skrze C-konec aE. V této
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pozici by vazba kalmodulinu neméla blokovat aktivni misto, které se nachazi na
opacné strané kinasové domény. Model je konzistetni se vSemi ziskanymi spojenimi,
svyjimkou ¢. 4 (tab. 5.10, str. 131), ktery spojuje N-konec CBD s N-terminalni
doménou kalmodulinu. Toto neobvyklé strukturni usporadani bylo zaznamenano u
peptidu CaMKK1 CBD s Ca?*/kalmodulinem (Osawa et al., 1999). Proto pozorovani
tohoto spojeni naznacCuje, Ze urcita ¢ast molekul interaguje i v opacné orientaci, nez
jak je patrné z modelu.

Z téchto vysledku je ziejmé, Ze kinasova doména hraje velmi diilezitou roli jak
pri inhibic¢nich tak i aktiva¢nich mechanismech CaMKK2. Nicméné ziskané modely je
nutné podporit strukturnimi daty s vysokym rozliSenim, na kterych se v soucasné

dobé pracuje.

141



7 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo studium mechanisml regulace signalnich
proteini ASK1 a CaMKK2 na zdkladé biofyzikdlni a strukturni charakterizace
diskutovanych komplexd. S pouZzitim biochemickych ptistupii (rekombinantni
exprese proteinli a mutageneze) a biofyzikdlnich metod (AUC, SAXS, casové
rozsliSena fluorescencni spektroskopie, hmotnostni spektrometrie) se nam podarilo

strukturni podstatu regula¢nich mechanismt do jisté miry objasnit. V ramci téchto

projektli bylo dosazeno nasledujicich vysledkii:

A) Interakce mezi proteinkinasou ASK1 a thioredoxinem

e ASK1 (88-302) je v roztoku monomerni a rigidni doména.

e ASK1 s thioredoxinem vytvari v roztoku stabilni ekvimolarni komplex.

e Strukturni integrita katalytického motivu thioredoxinu 3'WCGPC?3> je zasadni pro
interakci s ASK1 kinasou, pricemz Cys32 a Trp3! jsou nezbytné pro udrZeni
stability komplexu.

e Vysledky casové rozliSené fluorescence dokazuji, Ze Trp3! je primo zapojen do
interakce s ASK1-TBD.

e Vysledky ze SAXS potvrzuji, Ze thioredoxin interaguje s ASK1 skrze rozsahlé
vazebné rozhrani, aniz by indukoval vyrazné konformacni zmény v jeji strukture.

e Hlavnim faktorem ovliviiujicim disociaci komplexu pri oxidacnim stresu je
tvorba disulfidického mtstku mezi Cys32a Cys3> aktivniho centra.

e C(Cys2%0 je jedinym cysteinem ASK1, ktery je pristupny na povrchu proteinu a ma
vyznamny stabilizacni avSak =zatim nevysvétlitelny vliv na interakci
s thioredoxinem v redukujicim prostredi.

e Alkylacni studie za oxidujicich podminek prokazaly, Ze v ramci struktury ASK1
dochazi ktvorbé nejméné dvou intramolekularnich disulfidickych mistki
Cys200-Cys206 a (Cys225-Cys226, Cystein 200 je soucasti vazebného rozhrani
s thioredoxinem.

e Oxidace cysteini ASK1 miize zpisobit lokalni konformacni zmény v dllezitych

interak¢nich oblastech.
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B) Interakce mezi CaMKK2 a 14-3-3y

CaMKK?2 (93-517) a jeji mutantni verze CaMKK2 S100 i CaMKK2 S100, 511 se
nachazi v roztoku ve formé monomeru.

Sedimentacni analyza potvrdila, Ze obé mutantni formy vytvari se 14-3-3y
komplex s molarni stechiometrii 1:2.

Komplex mezi 14-3-3y a pCaMKK2 S100 zaujima protahlou a flexibilni
konformaci, ve které dochdzi ke kontaktim mezi kinasovou doménou
a dimerem 14-3-3y mimo vazebny kanal protein 14-3-3.

Navzdory nizsi fosforylaci C-koncového motivu (S511) in vivo, CaMKK2
obsahujici tento motiv vaze 14-3-3y svyssi afinitou a struktura tohoto
komplexu ma v roztoku kompaktnéjsi tvar patrné v disledku stabiliza¢nich
interakci s druhym vazebnym zlabkem 14-3-3y.

Pomalejsi kinetika defosforylace PKA regulacnich mist, Thr14> a Ser#%,
naznacuje, ze regulace CaMKK2 prostifednictvim proteind 14-3-3 je zaloZena

na stabilizaci inaktivni konformace.

C) Interakce mezi CaMKK2 a Ca?*/kalmodulinem

Kinasova doména CaMKK?2 interaguje s AID skrze oblast v N-koncovém laloku
tvoreny retézcem (34, 35 a helixem aC a oblasti zahrnujici diilezity RP insert.
Vazba Ca?*/kalmodulinu ovliviiuje nékolik oblasti v kinasové doméné, vcetné
nékolik tseki v blizkosti aktivniho centra a aktivacniho segmentu.

SAXS a EOM analyza potvrdila, Ze témér polovina molekul zaujima v roztoku
kompaktni tvar, ale Ze tato interakce je transientni.

Model komplexu ziskany na zdkladé dat H/D vymény a chemického zesiténi
predpoklada, Ze autoinhibi¢ni mechanismus zprostfedkovany interakci mezi
kinasovou doménou a AID funguje na zakladé sterické zabrany RP insertu

a ovlivnéni struktury ATP-vazebného mista.
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Vysledky byly publikovany v ramci trech odbornych ¢lanki v magazinech Journal of
Biological Chemistry, FEBS Journal a Biochimica et Biophysica Acta. Vysledky projektu
zaméfeného na strukturni charakterizaci komplexu CaMKK2:Ca?*/CaM jsou

v recenznim rizeni.
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Priloha 1

Strukturni porovnani CaMKK1, CaMKK2 a PKA ziskané programem T-coffee. Cervené

jsou vyznacena vazebna mista pro 14-3-3.
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