Abstrakt CZ

Lidskd ubikvitin ligasa Nedd4-2 (NEDDAL) ubikvitinuje Siroké spektrum membranovych proteinl a
receptorl a hraje tak kli¢ovou roli v udrzovani homeostazy organismu. Tento enzym je regulovan
fosforylaci a ndslednou interakci s proteiny 14-3-3, ¢imz je primarné ovlivnéna schopnost proteinu
Nedd4-2 interagovat s rliznymi substraty. Jen velmi malo je vSak znamo o molekularni podstaté této
protein-proteinové interakce. V této praci jsme se zaméfili na biofyzikdlni charakterizaci ulohy
jednotlivych fosforyla¢nich mist a mapovani strukturnich zmén Nedd4-2 zpUsobenych vazbou protein(
14-3-3. NaSe experimenty za uziti metod analytické ultracentrifugace odhalily, Ze k stabilni vazbé
proteinu Nedd4-2 na proteiny 14-3-3 je zapotiebi primarné dvou fosforylaénich mist Ser3*? a Ser®,
Krystalova struktura komplexu 14-3-3nAC:Nedd4-23%5%%°T367A poté odhalila simultanni vazbu obou
fosforylovanych rezidui do vazebného Zlabku proteinu 14-3-3. Modelovani na zakladé dat z
malouhlového rozptylu rentgenového zareni a chemického zesiténi spojeného s hmotnostni
spektrometrii nastinilo rozsahlé strukturni zmény v oblasti jednotlivych domén proteinu Nedd4-2.
Vazba proteinu 14-3-3n blokuje doménu WW3 proteinu Nedd4-2 v centralnim kanalu proteinu 14-3-3
a zaroven méni vzdjemné pozice domén WW2 a WW4. WW domény Nedd4-2 jsou zodpovédné za
nasledné rozpoznavani substratli a zmény v pristupnosti jednotlivych WW domén tak mohou objasnit,
jak protein 14-3-3 moduluje ubikvitinaci nékterych substrat( ubikvitin ligasy Nedd4-2. Ziskané
poznatky tak pfindseji prvni strukturni ndhled do molekuldrni podstaty mechanismu regulace proteinu
Nedd4-2 prostfednictvim protein(i 14-3-3.



