Zaveér

Hlavnim cilem této doktorské prace bylo objasnéni molekularnich mechanismt funkce
14-3-3 proteint a vlivu na proteiny FOX0O4 a tyrosinhydroxylasu.

V prvni Casti této prace (publikace I) byla potvrzena piedlozend hypotéza polohy
Cterminalniho konce molekuly 14-3-3. Bylo ukazano, Ze v nepiitomnosti ligandu se
Cterminalni konec nachazi ve vazebném misté a brani tak vstupu ligandi. Po vazbé
fosforylovanych ligandli, dochazi k velmi silné vazbé a vytésnéni C-terminalniho konce 14-3-
3 proteinu z vazebného mista. Tyto vysledky jsou v souladu s pivodnimi pracemi, které
navrhly dtlezitost tohoto segmentu jako inhibitoru nepatfi¢nych ligandi.

Druhé cast této doktorské prace poskytuje rozsahly popis vlivu 14-3-3 proteinli na
transkrip¢ni faktory FOXO4. S pouzitim stacionarni a ¢asove-rozliSené fluorescence byla
studovana interakce 14-3-3 proteinu s fosforylovanym transkripénim faktorem FOXO4.
Navazani 14-3-3 proteinu zptisobuje rozpad komplexu FOXO4:DNA. Tato Cast prace
charakterizuje interakci 14-3-3 proteinu s DNA-vazebnou doménou FOX04. Vysledky
neprokazaly vyrazné konformacni zmény v rdimci DNA-vazebné domény. SpiSe dochazi ke
sterickému branéni vazby DNA (publikace II).

Ve tieti ¢asti se prace zabyva studiem interakei 14-3-3 s fosforylovanym ligandem
odvozenym od C-konce enzymu serotonin N-acetyltransferasa (AANAT). Na ptedlozené
krystalové struktufe je ukézéana struktura tohoto peptidu ve vazebném misté proteinu 14-3-3.
Téchto nekolik aminokyselin vcetné fosforylaéniho mista pro kinasu PKA, je dulezitych pro
ochranu AANAT pted proteolytickou degradaci. 14-3-3 vaZe oba motivy na AANAT a
stericky brani pfistupu proteas. Nase struktura ptispéla k dotfeseni zbyvajici ¢asti tohoto
enzymu a prokazala, ze 1 takovyto motiv na okraji C-terminélniho konce vazebného partnera
je schopen pevné a jasné definované vazby na 14-3-3 protein.

Ctrvrta Gast se zabyva ulohou fosforylace C-koncové &asti forkhead domény proteinu
FOXO4 a jejiho vlivu na DNA-vazebnou afinitu (publikace I11). PKB kinasa fosforyluje
protein FOXO4 na tfech mistech, pficemz jedno se nachazi pfimo ve forkhead DNA-vazebné
doméné a to na jejim C-konci v oblasti kiidla W2. Zjistili jsme, Ze v pfitomnosti N-koncoveé
smycky ma fosforylace kiidla W2 proteinkinasou B pouze maly vliv na vazbu DNA. Na
druhé¢ strané v neptitomnosti této smycky fosforylace kiidla W2 siln¢ inhibuje DNA vazebny
potencial FOXO04-DBD. Vazba 14-3-3 proteinu efektivné snizuje DNA vazebny potencial
FOXO4-DBD, at’ uz je N-koncova smycka ptitomna nebo ne. Nase vysledky ukazuji, Ze jak
N-koncova, tak C-koncova ¢ast FOX04-DBD jsou dilezité pro stabilitu FOXO4-DBD:DNA
komplexu.

Cilem posledni ¢asti této doktorské prace bylo popsat efekt vazby 14-3-3 proteinu na
strukturu fosforylované regulacni domény lidské tyrosinhydroxylasy (TH) (publikace IV).

S pouzitim riznych metod tryptofanové fluorescencni spektroskopie jsme ukézali, Ze vazba
14-3-3 proteinu zptsobuje konformacni zménu regulacni oblasti fosforylované TH. Tak jako
u AANAT i zde byla pozorovana zvySena stabilita viici proteolytické degradaci po vazbé 14-
3-3 proteinu.



