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Abstrakt

Lidska ubikvitin ligasa Nedd4-2 (NEDD4L) ubikvitinuje Siroké spektrum membranovych
proteinil a receptorti a hraje tak klicovou roli v udrzovani homeostazy organismu. Tento enzym
je regulovan fosforylaci a néslednou interakci s proteiny 14-3-3, ¢imz je primarné€ ovlivnéna
schopnost proteinu Nedd4-2 interagovat s riznymi substraty. Jen velmi malo je vSak znamo o
molekularni podstaté této protein-proteinové interakce. V této praci jsme se zameéfili na
biofyzikalni charakterizaci tlohy jednotlivych fosforylacnich mist a mapovani strukturnich
zmén Nedd4-2 zplsobenych vazbou proteind 14-3-3. NaSe experimenty za uziti metod

analytické ultracentrifugace odhalily, Ze k stabilni vazb¢ proteinu Nedd4-2 na proteiny 14-3-3
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je zapotiebi primarn€ dvou fosforyla¢nich mist Ser’*“a Ser™*. Krystalova struktura komplexu
14-3-3nAC:Nedd4-2*334*T367A poté odhalila simultanni vazbu obou fosforylovanych rezidui
do vazebného zlabku proteinu 14-3-3. Modelovani na zakladé dat z malouhlového rozptylu
rentgenového zafeni 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 kandlu proteinu 14-3-3 a zaroveil
méni vzajemné pozice domén WW2 a WW4. WW domény Nedd4-2 jsou zodpovédné za
nasledné rozpoznavani substratl a zmény v piistupnosti jednotlivyich WW domén tak mohou
objasnit, jak protein 14-3-3 moduluje ubikvitinaci nékterych substrati ubikvitin ligasy Nedd4-
2. Ziskané poznatky tak pfinaSeji prvni strukturni nahled do molekuldrni podstaty mechanismu

regulace proteinu Nedd4-2 prostfednictvim proteinii 14-3-3.



Abstract

The human ubiquitin ligase Nedd4-2 (NEDDA4L) ubiquitinates a wide range of membrane
proteins and receptors, playing a key role in maintaining homeostasis. This enzyme is regulated
by phosphorylation and subsequent interaction with 14-3-3 proteins, which primarily affects its
ability to interact with various substrates. However, very little is known about the molecular
basis of this protein-protein interaction. In this work, we focused on biophysical
characterization of the role of individual phosphorylation sites and also on mapping the
structural changes in the Nedd4-2 protein induced by 14-3-3 protein binding. Our experiments
using analytical ultracentrifugation methods revealed that two phosphorylation sites Ser*** and
Ser*®® are primarily required for stable binding of Nedd4-2 to 14-3-3 proteins. The crystal
structure of the 14-3-3nAC:Nedd4-233-43T367A complex than revealed the simultaneous
binding of both phosphorylated residues to the binding groove of 14-3-3 protein. Subsequent
modeling based on small-angle X-ray scattering and chemical cross-linking data combined with
mass spectrometry indicated extensive structural changes in the individual domains of the
Nedd4-2 protein. Binding of 14-3-3n protein blocks the WW3 domain of Nedd4-2 in the central
channel of 14-3-3 protein, while altering the relative positions of the WW2 and WW4 domains.
The WW domains of Nedd4-2 are responsible for downstream substrate recognition, and
changes in the accessibility of individual WW domains may thus elucidate how 14-3-3 protein
modulates the ubiquitination of some Nedd4-2 substrates. The findings provide the first
structural insight into the molecular basis of the mechanism of Nedd4-2 protein regulation by

14-3-3 proteins.



1. Uvod do problematiky

Tato disertacni prace je soucasti vyzkumného projektu laboratore RNDr. Veroniky Obsilové,
Ph.D. na Fyziologickém ustavu Akademie véd CR, v.v.i., na detaovaném pracovisti BIOCEV.
Vyse zminéna laboratoi mé rozséhlé zkusenosti se studiem interakénich partnert proteinti 14-
3-3, které se podileji na regulaci nékolika stovek riznych proteind.

Jednim ze znamych interak¢nich partnert proteint 14-3-3 je také lidska ubikvitin ligasa
Nedd4-2, ktera svou ¢innosti reguluje desitky substratl zcela zasadnich pro udrzeni homeostazy
organismu. Experimenty provedené na zivych systémech prokazaly, ze vznik komplexu mezi
proteiny Nedd4-2 a 14-3-3 vede ke zméné substratové specificity proteinu Nedd4-2. Absence
strukturnich dat pro samotnou ubikvitin ligasu Nedd4-2 a jeji komplex s proteiny 14-3-3 vSak
neumoziuje piesné popsat mechanistické principy této interakce.

V publikacich zvetfejnénych v ramci této prace jsme si kladli za cil strukturné a
biofyzikaln¢ charakterizovat protein Nedd4-2 a jeho komplex s proteiny 14-3-3, a tim
poskytnout prvni strukturni ndhled do mechanismi regulace této vyznamné ubikvitin ligasy.
Ptedlozena disertacni prace poskytuje obecné informace o vlastnostech a vyznamu obou
studovanych interakénich partneri a popisuje experimentalni postupy, jez vedly k
publikovanym vysledkiim. Nase publikovana data pak poskytuji odpovédi na nékteré z nami
kladenych otazek a stavaji se tak odrazovym mistkem pro budouci experimenty v ramci

planovanych navazujicich projekta.



2.

Cile disertacni prace

Tato disertacni prace je zaméfena na objasnéni molekuldrni podstaty vlivu proteinu 14-3-3 na

intradoménové interakce lidské ubikvitin ligasy Nedd4-2. Cilem této prace je rozklicovani

prispévki jednotlivych fosforylacnich mist na proteinu Nedd4-2 k celkové sile této interakce a

mapovani strukturnich zmén na proteinu Nedd4-2 indukovanych vazbou proteinu 14-3-3.

Hlavnimi experimentdlnimi pfistupy jsou exprese a purifikace proteind, cilena bodova

mutageneze, méteni polarizace fluorescence, analyticka ultracentrifugace (AUC), proteinova

krystalografie, chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii, malothlovy rozptyl

rentgenového zareni (SAXS) a modelovani in silico na zakladé kombinovanych dat.

Konkrétnimi cili jsou:

1))

2)

3)

4)

S)

6)

7)
8)

9)

Ptiprava aktivniho konstruktu proteinu Nedd4-2'%6¢75 ve stabilni a rozpustné formé,
optimalizace jeho exprese a purifikace a fosforylace.

Ovéieni katalytické aktivity konstruktu Nedd4-2'37°> pomoci auto-ubikvitinaéni eseje.

0186975

Urceni stechiometrie vazby Nedd4 s proteinem 14-3-3.

2335—455

Ptiprava, exprese, purifikace a fosforylace konstruktu proteinu Nedd4- a jeho 8

mutantnich forem obsahujici zadné, jedno, dvé ¢i tfi fosforylaéni mista.

Ovéfeni vazby proteinu 14-3-3 na jednotlivé mutantni varianty Nedd4-233%-4%

pomoci
AUC a nativni TBE-PAGE a porovnani ptispévkl jednotlivych fosforylacnich mist.
Urceni isoformové specificity 7 lidskych isoforem proteinu 14-3-3 k jednotlivym
fosforylovanym motiviim.

Krystalizace konstruktu Nedd4-233>4%° v komplexu s proteinem 14-3-3n.

Mapovani strukturnich zmén proteinu Nedd4-2'367> vyvolanych vazbou proteinu 14-
3-3n pomoci chemického zesiténi.

2 186-975

Strukturni charakterizace proteinu Nedd4- a jeho komplexu s proteinem 14-3-3n

za pouziti metody SAXS.

10) Pocitatoveé modelovani komplexu za pouziti dat ze SAXS a chemického zesiténi.



3. Metodika

3.1. Exprese a purifikace rekombinantnich proteind

Exprese a purifikace proteint je zdsadnim krokem pro vSechny in vitro strukturné-biologické a
biofyzikalni studie proteinovych molekul a jejich komplext. Cilem je ziskat dostatecné
mnozstvi stabilnich, ale zaroven 1 co nejvice biologicky relevantnich biomolekul o vysoké
Cistoté. VSechny proteiny a proteinové konstrukty studované v této praci byly pfipraveny
rekombinantn€, za uziti komeréné dostupného prokaryotického expresniho systému E. coli
BL21(DE3). Geny pro expresi lidskych proteinii byly do bakteridlnich bun¢k vlozeny jako
soucast riznych expresnich plasmida (pET-15b, 2, pST39, pRSFDuet-1 ¢i pET-28a).

Vsechny proteiny purifikované v ramci ptedlozené disertacni prace byly purifikovany
s histidinovou purifikaéni znackou (6x His-Tag), kterd zaujimala riiznou pozici v rdmci
raznych exprimovanych konstrukti. Prvnim krokem purifikace byla vzdy niklova chelatacni
chromatografie nasledovana bud’to precisténim na aniontové vyménné koloné, nebo pomoci
gelové permeacni chromatografie, nebo kombinaci obou pfistupl. V ptipadé€, ze byla pouzita
varianta proteinu s odstépitelnou purifika¢ni znackou, byla tato znacka po niklové chelataéni

chromatografii odstépena TEV protedzou.



Tab. 3.1: Seznam purifikovanych proteinii

Mw Purifikacni |
Nazev Vektor Pocet AA pl Exprese Ucel
(kDa) kroky
FP, SAXS,
LB, 30 °C, AUC, XL-
14-3-3n pET-15b 248 28,4 4,81 Nit*, a. v., SEC
O/N MS,
fluorescence
LB, 30 °C, )
14-3-3nAC pET-15b 236 27,2 5,07 Ni*, a. v., SEC Xtal
O/N
LB, 18 °C,
Nedd4-2335455 pHGT2 125 13,3 9,51 Ni*, SEC AUC, Xtal
O/N
LB, 18 °C, AUC, SAXS,
Nedd4-2186-975 pST39 799 91,7 5,85 Ni*, SEC
O/N XL-MS
LB, 18 °C,
Nedd4-2190-581 pST39 402 45 6,56 Ni*, SEC Fluorescence
O/N
LB, 15 °C, . .
Ubal (E1) pET-28a 1 060 118 5,45 Ni*, SEC Ub. esej
O/N
LB, 15°C,
Ube2d2 (E2) pET-15b 149 16,9 7,86 ON Ni*, SEC Ub. esej
LB, 25 °C, . .
Ub pET-15b 78 11 6,70 ON Ni*, SEC Ub. esej

Zkratky: LB - Luria—Bertani médium,; Ni' - niklova chelatacni chromatografie, a. v. — aniontovd
vymeéna, SEC - gelova permeacni chromatografie, AUC — analyticka ultracentrifugace, FP —
fluorescencné polarizacni esej, XL-MS — chemické zesiténi kombinované s hmotnostni spektrometrii,
Xtal — proteinova krystalografie, SAXS — malouhlovy rozptyl rentgenového zareni, Ub. esej — funkcni

autoubikvitinacni esej.

3.2. Autoubikvitinacni assay — ovéreni enzymatické aktivity

Konstrukt Nedd4-2'%75 obsahoval katalytickou HECT doménu, proto byl vhodny k ovéfeni
katalytické aktivity rekombinantné pfipraveného fizniho proteinu a zaroveil ndm umoznil
zjistit ptipadny efekt proteinu 14-3-3 na jeho aktivitu.

Pti autoubikvitinacni eseji se vyuziva schopnosti HECT E3 ligas regulovat svou vlastni
¢innost autoubikvitinaci, ptipadné také schopnosti tvofit in vitro volné polyUb fetizky. Ke
sledovani aktivity a pfipadnych zmén vyvolanych vazbou proteinu 14-3-3 bylo vyuzito metod
SDS-PAGE a Western Blot. K vizualizaci pfenesenych polyUb fetézcti byla pouzita kralici
polyklonalni protilatka anti-Ub (Enzo Life Sciences, Inc., USA) a protilatka proti kralicimu
IgG, konjugovana s HRP (Cell Signaling Technology, Inc., USA). Chemiluminiscence byla



indukovdna ECL a detekovana pomoci Fusion Solo S (Vilber, Francie). Detekované pruhy

polyUb fetizki byly kvantifikovany pomoci softwaru Image Lab (Bio-Rad, USA).

3.3. Méreni polarizace fluorescence

Meéfieni polarizace fluorescence (c) je snadnou a rychlou metodou pro ovéteni interakce mezi
proteiny a fluorescencné znacenou malou molekulou. Mala molekula nesouci fluorescencni
znacku (fluorofor) je excitovana linearné polarizovanym svétlem o vhodné vinové délce.
Vzhledem k tomu, ze molekuly v roztoku rotuji, je zpétné emitované zafeni depolarizované.
Tohoto principu bylo vyuzito pro ziskani disociacnich konstant fluorescencné
znacenych peptidi s riznymi isoformami proteint 14-3-3. Titra¢ni experiment byl proveden za
konstantni koncentrace fosforylovanych peptidii (50 nM), znacenych na N-konci fluoresceinem
(FITC), o délce 10 aminokyselin (Pepscan Presto BV), reprezentujicich jednotlivé 14-3-3
vazebné motivy proteinu Nedd4-2. Proménnd byla koncentrace proteinti 14-3-3, pficemz
pocatecni koncentrace 80 uM byla postupné fedéna dvojkovou fadou. Experiment byl proveden
na ptistroji CLARIOstar microplate reader (BMG Labtech, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) za pouziti 384 jamkové ¢erné desticky s plochym dnem (Corning, New York, USA).
Fluorofor byl excitovéan pfi vinové délce 482 nm a emise byla méfena pti 530 nm. Hodnoty Kp
pak byly vypocitany z priméru tii nezavislych méfeni za pouziti vazebného modelu One-site
bind — specific implementovaného do programu GraphPad Prism verze 8.0.1 (GraphPad

Software, La Jolla California USA).

3.4, Analyticka ultracentrifugace — metoda sedimentacnich rychlosti

Analytickd ultracentrifugace (AUC) je vSestrannou a vysoce u¢innou metodou pro
kvantitativni analyzu makromolekul v roztoku. Stanoveni vlastnosti méfenych makromolekul
probihd na zdkladé¢ sedimentacniho koeficientu, molekulové vihy a hydrodynamickych
vlastnosti ¢astic (Cole et al., 2008). VSechny experimenty v ptedlozené disertacni praci byly
méteny metodou SV-AUC, tedy metodou sedimentacnich rychlosti a to pro ziskani zdanlivych
disociacnich konstant (Kp) komplexii mezi konstrukty ¢i mutanty proteinu Nedd4-2 a jeho
interakénim partnerem proteinem 14-3-3.

Rychlost sedimentace byla méfena na pftistroji ProteomelLab XL-I (Beckman Couter,
USA) pti 40 000 ¢i 46 000 ot./min (An-50 Ti rotor, Beckman Coulter). Byl pouzit opticky
systém méfticiho absorpci pfi vinové délce 280 nm. Samotny experiment pak spocival v

postupné titraci pouzitych konstrukti proteiny 14-3-3 ¢i naopak. Rizné molarni poméry
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proteinit pak vedly k riznému zastoupeni jednotlivych sedimentacnich koeficientli, které

korelovaly se zastoupenim jednotlivych volnych slozek a slozek v komplexu.

3.5. Proteinova krystalografie

Proteinova krystalografie je hojn€ pouzivanou metodou umoznujici ziskat modely proteinovych
struktur a to nékdy az s atomarnim rozliSenim. Proteiny jsou v této metod¢ vystaveny prostiedi,
které vede k tvorb¢ tzv. krystalovych kontaktii mezi molekulami proteinu a jejich nasledné
organizaci do pravidelnych krystalovych mfizek. Takto vzniklé krystaly pak mohou byt
podrobeny difrakéni analyze za pouziti rentgenového zéieni.

Pro krystalizaci Nedd4-2°%-4% v komplexu s 14-3-3nAC byla pouZita mutantni varianta
T367A, aby se zabranilo heterogenité vzorku. Komplex 14-3-3nAC:Nedd4-233>%T367A byl
smichén v molarni stechiometrii 1:2 a pfes noc dialyzovan proti pufru obsahujicimu 20 mM
Tris-HCI pH 7,5 a 1 mM TCEP. Proteinovy komplex byl nasledné¢ zakoncentrovan na 11
mg/ml. Krystaly byly poté vypéstovany z kapek sestavajicich ze 4 pl proteinového komplexu,
2 pl podminky Morpheus C12 (slozené z 0.03 M dusi¢nanu sodného, 0,03 M fosfore¢nanu
sodného, 0,03 M siranu amonného, 0,1 M bicinu, 12,5 % v/v MPD; 12,5 % PEG 1000; 12,5 %
w/v PEG 3350) pH 7,5 a 0.6 pl 30 % w/v sachar6zy (Hampton Research Additive Screen).
Krystaly byly pfed sbérem dat na doméacim difraktometru D8 Venture (Bruker, MA, USA)
v Centru Molekularni Struktury (CMS) BIOCEV prudce zmrazeny v kapalném dusiku bez dalsi

kryoprotekce, nebot’ tato podminka sama o sobé vykazovala kryoprotektivni vlastnosti.

3.6. Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Chemické zesiténi je ucinnou metodou, kterd umoZiiuje kovalentné spojit ¢asti proteintl, které
se v roztoku alespon kratkodob& nachazeji ve své relativni blizkosti. Hmotnostni spektrometrie
(MS) zde poté umoznuje presnou identifikaci pozic zesiténych rezidui. Pro vétsi pokryti
zesiténych peptida identifikovanych hmotnostni spektrometrii bylo v pfipadé proteinu Nedd4-
2186975 yyyzito vice typti homobifunkénich sitovacich ¢inidel, konkrétng DSG, DSS a DSA.
Zesiténé proteiny byly pfes noc St€peny trypsinem pii 37 °C. Peptidy vzniklé trypsinovou
proteolyzou byly vstiiknuty do kolony Luna Omega 5 um Polar C18 100 A 20 x 0,3 mm
(Phenomenex) a odsoleny rychlosti 20 pl/min po dobu 5 min. Peptidy byly poté separovany
chromatografii na obracené fazi s kolonou Luna Omega 3um Polar C18 100 A 150 x 0. 3 mm

(Phenomenex) pifi 10 pl/min za pouziti kapilarniho systému UHPLC 1290 (Agilent

Technologies). Kolona byla zahtata na 50 °C a pfimo pfipojena k hmotnostnimu spektrometru
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15 T solariX XR FT-ICR (Bruker Daltonics, USA). K identifikaci zesitovanych peptidi byl
pouzit software StavroX (Gotze et al., 2012).

3.7. Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS) a strukturni modelovani

SAXS je metodou strukturni biologie, kterd podobn¢ jako proteinova krystalografie, vyuziva
rozptylu rentgenového zatfeni na elektronovych obalech atoml. Na rozdil od proteinové
krystalografie nevyzaduje SAXS difraktujici krystal, nicméné poskytuje strukturni data jen o
velmi nizkém rozligeni (~10-50 A). SAXS pro strukturni determinaci proteinu Nedd4-2!86-97
byl métfen na synchrotronu v EMBL, DESY (PETRA III, P12 beamline, Némecko, Hamburk)
v rezimu SEC-SAXS za pouziti kolony Superdex 200 Increase 5/150 GL (GE Healthcare) pii
prittoku 0.5 ml/min pfi pokojové teploté. Koncentrace vzorkl byly 2,2 mg/ml pro Nedd4-2!8¢-
952 mg/ml pro 14-3-3n a 8,9 mg/ml pro komplex Nedd4-2'%97°:14-3-3n (molarni
stechiometrie 1:2). Data byla poté vyhodnocena a kombinovana se vzdalenostmi ziskanymi
z chemického zesiténi ziskanych v ramci samotné molekuly Nedd4-2'%¢7 (pro model
samotného Nedd4-2!86-75) a zesiténi mezi obéma proteiny 14-3-3n a Nedd4-2'%6"5 (pro model
Nedd4-2'86975:14-3-3)). Vychozi model komplexu byl piipraven na zakladé zndmych
krystalovych struktur. Neznama struktura domény WW4 byla modelovana jakozto homologni
model pomoci serveru SWISS-MODEL (swissmodel.expasy.org). Prezentovany model

CORAL byl vybran dle nejnizsi hodnoty °.

4. Vysledky

4.1. Exprese a purifikace rekombinantnich proteind

Vzhledem k obséhlosti této kapitoly neni mozné utvofit zjednodusené shrnuti postupl pro
jednotlivé purifikované rekombinantni proteiny (viz Tab.: 3.1). Pro podrobnosti prosim
vyhledejte kapitolu 7.1 v hlavnim textu disertacni prace. VSechny exprimované proteiny se

podafilo pfipravit v poZadovaném mnoZstvi a dostatené Cistote.
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4.2. Autoubikvitinaéni assay — ovéreni enzymatické aktivity

2 186-975

Ovéfeni enzymatické aktivity konstruktu Nedd4- je doplitkovym krokem, ktery ovéii

funk¢ni stav purifikovaného enzymu (viz Obr. 4.1). Zaroven ndm umozni pozorovat piipadné

zmény v aktivité proteinu pted a po vazbé na protein 14-3-3.

A B

14-3-3: = = — + + + + = - - = 4+ 4+ o+ o+ =
E3: + + + + + + = = + + +  + + = =

Cas (min): 5 10 5 10 15 15 15 5 10 156 5 10 15 15 15

- -

i - E1
(kDa) } =: ]
(Nedd4-2"%")
—_——— — ~14-3-3y
e ot i = w - = - E2
Coomasie Blue Imunoblot
C ns ns *
— 1.5 = +  _14-3-
2 14-3-3
s . +14-33
wi
o
£ 1.0+
'8
=
=
T 0.5
[}
o
0.0 T T
5 10 15
Cas (min)

Obr. 4.1: Ovéieni enzymatické aktivity samotného proteinu Nedd4-2'3-°73 a komplexu
pNedd4-2'%5975:14-3-33. (4) SDS-PAGE standardné vizualizovany barvou Coomassie Brilliant
Blue G-250 a prislusny representativni Ub imunoblot (B) Cerny ¢tverec vyznacuje oblast, kterd
byla denzitometricky analyzovina. (C) Relativni cetnost ubikvitinovaného—Nedd4-2"%-7
v pritomnosti a nepritomnosti 14-3-3 z analyzy Ub imunoblotu. Hvezdicky predstavuji
vyznamné rozdily podle neparového Studentova t-testu porovnavajiciho relativni zmeény mezi
vzorky v pritomnosti a nepritomnosti 14-3-3n5 ve vybranych casovych bodech (ns,

nesignifikantni P > 0,05; * P < 0,05).

Vysledky ukazuji, ze vyprodukovany protein je aktivni. Vazba proteinu 14-3-3n vede mirnému
snizeni katalytické aktivity Nedd4-2'8¢ 7> Pfitomnost ubikvitinovaného proteinu Nedd4-2!8¢-
75 byla poté ovéfena servisnim pracovistém hmotnostni spektrometrie v Centru Molekularni

Struktury (CMS) BIOCEV.
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4.3, Polarizace fluorescence

Pro ucel této metody byly syntetizovany fosforylované peptidy o délce 10 aminokyselin
s navazanou fluorescen¢ni znackou FITC na N-konci. Experiment byl poté proveden dle
postupu pospaného v kapitole 3.3 se vSemi sedmi lidskymi isoformami proteini 14-3-3. Na
zéklad¢ téchto vysledkil byla pro nasledné experimenty zvolena isoforma 14-3-3n, ktera spolu
s 14-3-3y vykazuje nejnizsi hodnoty Kp (14-3-3n 6.1+ 0.5; 14-3-3y 14-3-3y) viz tabulka 4.1.
Vazebné kiivky pro jednotlivé fosforylované peptidy a isoformy proteini 14-3-3 jsou

prezentovany v Obr. 4.2.

pep-S342 : FITC-LRCSpSVTDAV pep-T367: FITC-ARSSpTVTGGE pep-5448 : FITC-PRSLpSSPTVT
1.0 T T T T T T T T 1 C T T T T T T T T
g g g P
& g O 1€ Y
=3 =] =
& & osr 15 ¢
2 2 2 -
:S )S 04f — f,_d A )S B -
[ & 02k = 4 & * o
N = 1 T 1 1 1 L 0 S — .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢ (14-3-3), uM ¢ (14-3-3), uM ¢ (14-3-3), uM

Obr. 4.2: Vazebna specifita jednotlivych isoforem proteini 14-3-3 k fosfomotiviim na Nedd4-
2 (pS342, pT367 a pS448). Vazba Nedd4-2 fosfopeptidii obsahujici vazebné motivy pro 14-3-3
byla charakterizovana FP titracemi. Vazebnd afinita téchto peptidii byla urcena fitem zmeény
polarizace fluorescence pomoci One-site bind modelu. Odpovidajici sekvence téchto peptidii
Jjsou uvedeny nad grafy. Vysledky jsou vyjadreny jako primer + SD (n = 3), smérodatné
odchylky.

Tab. 4.1: Vysledné disociacni konstanty pro jednotlivé isoformy.

Isoforma Kp, uM Kp, yM
pep-S342 pep-S448
14-3-38 — 10.0+£1.0
14-3-3y — 7.2+0.7
14-3-3¢ — 50.0+£10.0
14-3-3¢ — 13.0+1.0
14-3-3n — 6.1+0.5
14-3-30 7.8+0.8 60.0+10.0
14-3-31 — 14.0+1.0
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4.4, Ovéreni interakce proteinu Nedd4-2 s proteiny 14-3-3 in vitro

Prvnim krokem pokusu o objasnéni principii modulace proteinu Nedd4-2 prostiednictvim

proteinti 14-3-3 je ovéfeni schopnosti vazby fosforylovanych konstrukti Nedd4-2!86-97

a
Nedd4-2334%% na proteiny 14-3-3. K tomu bylo primarné pouZito metod SV-AUC. Prvni
experiment byl proveden s konstruktem Nedd4-2'8675, Disociaéni konstanta komplexu je <50
nM a vazebna stechiometrie je 1:2, tedy 1 molekula Nedd4-2 : 2 molekulam proteinu 14-3-3

(viz Obr. 4.3).

1.0
A —— 3 M Nedd4-2 B
—— 6pM14-3:3n 14-3-3n + - + = +
0.8 1 — 3uMNedd4-2 +3 uM 14-3-3n Nedd4-2 - + + - -—
3 UM Neddd-2 + 6 uM 14-3-3n pNeddd2 - - - + +
g 0.6 B ﬁ\—hL r L Neddd-2!86975
§ . H i Komplex
© 0.4
S
0.2 4
- 14-3-3n
0.0 , ; . ‘ ; —
2 3 4 5 6 7
Sedimentaéni koeficienty (S)
C 0.3 M Neddd-2 + D 55
—— 0,06 M 14-3-3n
0.4 —— 0.24M 14-33n
0.6 M 14-3-3n _ 50¢
—_ —— 18 M 14-3-37 - o
<9 0.3 6 M 14-3-3n c 2 451 .
2 x
= © g
w 0.2 1 5 40r
5] Ko < 50 nM
35+ ]
>
0.1 Tg 0.06 - —
oo | LS 5o
R I A A e
Sedimentaéni koeficienty (S) Koncentrace (M)

Obr. 4.3: Analyza komplexu pNedd4-2'%973:14-3-3y. (A) Kontinudlni distribuce
sedimentacnich koeficientii (c(s)) samotného 3 uM pNedd4-2'°7 (fialova), samotného 6 uM
14-3-3y (modrd) a komplexu pNedd4-2'%°7:14-3-3y smichaného v moldarnim poméru 1:1
(zelend) a 1:2 (Zlutd). (B) 12% TBE-PAGE zndzorijici tvorbu komplexu mezi pNedd4-2"55°7
a 14-3-3n v zavislosti na fosforylaci po naneseni 240 pmol 14-3-35 a 120 pmol Nedd4-2'%7°7,
¢i pNedd4-2"%°73 na nativni gel. (C) Distribuce sedimentacnich koeficientii (c(s)) 300 nM
pNedd4-2%°7  titrovaného 0,06-6 uM 14-3-3y. (D) Izoterma vdZenych priimérii
sedimentacnich koeficienti (sv,) ziskanych z analyzy SV-AUC smési 300 nM pNedd4-2155°7 s
0,06-6 uM 14-3-3n.
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-2335-455 9 mutantnimi variantami

Tento pokus byl poté zopakovan s konstruktem Nedd4
tohoto konstruktu obsahujici rizné kombinace fosforyla¢nich mist (viz Obr. 4.4). Vazebna
stechiometrie je 1 v tomto ptipad¢ vzdy 1:2, tedy 1 molekula Nedd4-2 : 2 molekuldm proteinu

14-3-3. Disocia¢ni konstanty se 1isi dle poctu fosforyla¢nich mist proteinu Nedd4-2.

A Nedaa-2** B C
pS342 a0b pS342 + pT367 | 35l : Bez
pT367 asl +pS448 fosforylace
pS448 & g 3.0
w304 =
J ] B0m 25}
14-3-37: =E 25! = £ Fadna
Neddd 245 & Ko<30nM 3 20 interakce
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= 154+ 15
PRy T 0i5pm ! st T e —
w 006} e = 004 —
g 00 LN - £ 009 b ; R
0% 107  10° 107 = 07 107 10 1w0° 10
Koncentrace (M) Koncentrace (M)
» J R P st — _—
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35 a5 p ] a5 ps448
. W 3.0 - w30 - W 3.0
c: £. £x
BE 25 BE 25 SE 25
2 Ko = 400 + 100 nM z Ko =530 +30 nM 2
20} 2.0 20}
L 1.5} 1514
g o i+ = = 3 0B e z o8 it
2 oo N\ — 2 007 Y 2 om} — ]
2 -0.09 ke X 2 -0.09 L S . D012 b i i i
= 10° 07 40 105 q0t = 10° 107 10°  10° = 1% 107 10%  10°¢ 10
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~Z 30l z °57 @
£ T 30} T~ 30f
BE 25f B E % E
>3 B >3 925 = 25
5 Ko =200 + 20 nM z 2 Ko = 170+ 30 nM
20¢ 1 2.0 20t
F 03 4 ; s § itk : ; : { & obdfwm ; ; ;
- . | ! ' i 5 . T 5 o ' i iy Pl
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Obr. 4.4: Kvalitativni a kvantitativni analyza komplexit mutantic Nedd4-233-% v komplexu
s 14-3-3n. 12% nativni TBE-PAGE zobrazujici interakci mezi 14-3-3n (240 pmol) a variantami
Nedd4-233%7 s jednim, dvéma nebo tiemi fosforylacnimi misty (120 pmol); samotny protein
14-3-3n byl viozen do predposledni drahy. Kontrola postradajici fosforylacni mista se nachazi
vdraze prvni. (B-1) SV-AUC analyza komplexii mezi variantami 14-3-3n a pNedd4-2°3%,
ktera ukazuje s, izotermy 14-3-3n a Nedd4-2 se vSemi tFemi fosforylacnimi misty pS342 +
pT367 + pS448 (B), bez fosforylacnich mist (C), s jednim fosforylacnim mistem pS342 (D),
pT367 (E) a pS448 (F)) nebo se dvema fosforylacnimi misty (pS342 + pT367 (G), pS342 +
pS448 (H) a pT367 + pS448 (1)). Izotermy vazenych primeéri sedimentacnich koeficientii byly
2335-455

sestrojeny prostiednictvim analyzy SV-AUC smesi 1 uM 14-3-3n s variantami Nedd4-
(0,05 - 5 uM).
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4.5, Chemické zesiténi — mapovani strukturnich zmén

Metodou chemického zesiténi kombinovaného s hmotnostni spektrometrii bylo identifikovano
celkem 41 riznych spojeni, kterda dohromady umoziuji mapovat strukturni zmény proteinu
Nedd4-2'397 pted a po navazani dimeru proteinu 14-3-3 (viz Obr. 4.5) Identifikovana spojeni
byla posléze pouzita pro modelovani samotného proteinu Nedd4-2'867 a jeho komplexu

s proteinem 14-3-3n.

A Spojeni apoformy Nedd4-2 B Spojeni komplexu Nedd4-2

C Intermolekularni spojeni komplexu Nedd4-2

? 18[? ZqO 400
[ c2 w1

Obr. 4.5: Schéma znazornujici pozice jednotlivych identifikovanych spojeni. Spojeni pomoci
sitovacich cinidel DSS a DSG jsou znaceny cerné. Kvantitativni spojeni pomoci DSA jsou
znaceny svetle zelene. (A) pozice zesiténych rezidui, které byly identifikovany v apoformé
proteinu Nedd4-2'%°7. Doména C2 (Sedé) v tomto konstruktu neni piitomnd, WW domény
(znaceny WI1-W4) jsou zndzorneny Zlute, tmavé zelené, modre a fialove, N- a C- ¢ast HECT
domény oznacena cervenou a lososovou. (B) pozice intramolekularnich spojeni
identifikovanych na proteinu pNedd4-2'%"°7 v piipadé komplexu s 14-3-3n. (C) Pozice
intermolekuldrnich spojeni mezi proteinem 14-3-3n a pNedd4-2'%°7 Helixy proteinu 14-3-3

Jjsou oznaceny zelené o.l-a9, tmavou zelenou vyznaceny helixy tvorici vazebny Zlabek.
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4.6. Proteinova krystalizace

V ramci disertacni prace byla predstavena krystalova struktura komplexu 14-3-3nAC:Nedd4-
2335-45T367A. Krystalizaéni podminka byla nalezena pomoci krystalizaénich screenii
provedenych na pracovisti v Centru Molekularni Struktury (CMS) BIOCEV. Vhodné
podminky byly nalezeny v krystalizacnim screenu Morpheus (podminka C12, viz Obr. 4.6).
Nalezena podminka byla poté dale rucné optimalizovana do finalni podoby vhodné pro
difrakéni analyzu (viz Obr. 4.7). Vysledna struktura byla vyieSena pomoci molekularniho

nahrazeni o celkovém rozliseni 2.3 A.

Obr. 4.6: Pocdtecni snimek krystalizacni podminky Morpheus C12 pied rucni optimalizaci.

Obr. 4.7: Snimky krystalii komplexu 14-3-33AC:Nedd4-2>3543T367A, které byly podrobeny
difrakcni analyze. Snimky krystalii byly porizeny po sedmi dnech od zalozZeni kapky, tésné pred

zamrazenim v kapalném dusiku.
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Obr. 7.22: Krystalova struktura Nedd4-2>3>*3T367A (oranzové) obsahujici dvé fosforylaéni
mista (pS342 a pS448) vazana na dimer 14-3-3nAC (Sedé a Zluté). (A) pohled shora na oba
vazebné motivy Nedd4-2 v obou vazebnych zlabcich 14-3-3. Chybéjici rezidua a WW?2 jsou
vyznaceny modrou prerusovanou carou. (B) detailni pohled na vazebny motiv pS342. (C)
Detailni pohled na vazebny motiv pS448. Mapa elektronové hustoty 2F,-F. je konturovdana na
0,80 (modra sit). Obrazky struktury byly vytvoreny pomoct programu PYMOL.
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4.7. SAXS a modelovani komplexu

Predpokladana flexibilita Nedd4-2'%¢°75 vyrazn& komplikuje snahy o krystalizaci tohoto
proteinu ¢i jeho komplexii. Tzv. SEC-SAXS poskytl data o dostatecné kvalité k tomu, abychom
mohli sestavit strukturni model na zakladé znadmych struktur jednotlivych domén dostupnych
v PDB databazi, vzdalenosti ziskanych z chemického zesiténi a strukturnich informaci ze
SAXS. Vysledné modely poté umoznuji vizualizovat strukturni zmény proteinu Nedd4-2

prostiednictvim vazby dimeru proteinu 14-3-3n (viz Obr 4.8).

Experimentalni data

— Coral model Chi®=1.63

o 1 1 PR " 1 1 1 1 | "
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.26

s[AT]

Obr. 4.8: CORAL model pro komplex pNedd4-2'86-73:14-3-35. Vievo: nejlépe hodnoceny
model s o hodnoté ° = 1,63. Protomery proteinu 14-3-35 jsou zobrazeny svétle zelené a bledé
modrie. Vdoméné HECT Nedd4-2'%°"’ je N-lobe zobrazen tmavé ¢ervenou a C-lobe lososovou
barvou. Domény WW1, WW2, WW3 a WW4 jsou zobrazeny v barvé Zluta, tyskysova, modra a
fialova. Struktura fosforylovanych peptidii ve vazebnych zlabcich je zndzornéna oranzové a
Jjsou prevzaty ze struktur PDB ID: 6ZBT a 6ZC9. Flexibilni linkery mezi rigidnimi doménami
Jjsou zndzornény Sede. Ca zesitovanych rezidui jsou zndzornény jako Zluté kulicky. Vpravo:
shoda experimentalni rozptylové kirivky (Cerné) s teoretickou rozptylovou krivkou modelu

(Cervené).
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5. Diskuse

Hlavnim cilem préce bylo rozsitit poznani o strukturni podstaté regulace ubikvitin ligasy
Nedd4-2 prostfednictvim proteiniit 14-3-3. Tento nelehky tkol byl komplikovan znacnou
strukturni variabilitou proteinu Nedd4-2, jeho nizkou stabilitou v roztoku a také naroc¢nosti jeho
piipravy, ktera vyzadovala celou fadu optimalizaci proteinovych konstruktt, hledani vhodnych
podminek exprese a také detailni vyladéni samotnych purifikanich postupti. Piesto se nam
v ramci této studie naskytl jedine¢ny pohled na nékteré strukturni charakteristiky této ubikvitin
ligasy, at' uz v apoformé, tak v komplexu s jejim vyznamnym regulétorem, dimernim proteinem
14-3-3.

Vyznam proteinu Nedd4-2 postupné narusta s tim, jak se proteomickym studiim ¢im dal
efektivnéji dafi rozplétat slozité a komplexni vztahy mezi proteiny a zpusoby jejich regulace.
S tim, jak se postupné posouva uroven naSeho poznani, se z proteinu Nedd4-2, zcela
exkluzivniho regulatoru epitelialniho sodikového kanalu (ENaC), postupné stdvad vyznamny
regulator celé fady vyznamnych bunéénych procest, s vice jak padesati riznymi interakénimi
partnery (Manning a Kumar, 2018). Je pak zcela na mist¢ predpokladat, Ze ubikvitinace takto
siroké plejady proteinii bude vyzadovat i precizni zplisoby regulace. Pfesto zatim vime jen
velmi malo o tom, jak je ¢innost této ubikvitin ligasy regulovana.

Jednim z popsanych zplsobu regulace proteinu Nedd4-2 je fosforylace, jez vede k vazbé
proteinu 14-3-3, ¢imz je modulovéana vazebna specificita k nékterym substratim (Ichimura et
al., 2005; Zhu et al., 2017). Nami ptipraveny Nedd4-2 byl fosforylovan kinasou PKA celkem
na tfech reziduich: Ser**, Thr’®” a Ser**®. Experimenty provedené s fluorescenéné znacenymi
peptidy téchto fosforylovanych vazebnych motivii prokazaly, Ze minimaln€ v piipadé
vazebného fosfomotivu pS448, je vznik komplexu proteinu Nedd4-2 moZny se vSemi sedmi
lidskymi isoformami proteini 14-3-3, pficemz vyrazna preference je patrna pro isoformy 14-3-
3na14-3-3y (Kp=6,1 £0,5 uM a 7,2 £0,7 uM). Vazba ostatnich motivii krom¢& pS448 vsak
byla vtomto experimentu velmi slabd a nebylo zde moZzné sestrojit spolehlivou kiivku
aproximujici rozdily v afinitach. Jedinou vyjimkou je, velmi ptekvapivé, isoforma 14-3-3c, kde
motiv pS342 vykazoval relativné nizkou Kp (Kp = 7,8 +£0,8 uM). Disocia¢ni konstanta pro
motiv pS448 zde vSak v porovnani s ostatnimi isoformami dosahovala nejvyssich hodnot (Kp
= 60,0+ 10,0 uM). Zda se tedy, Ze v tomto piipadé mize byt Gloha pS342 a pS448 obracena.
U¢inéni takovych zavérh jen na zéklad¢ peptidl vSak neni mozné, vzhledem k nekompletnosti
syst¢tmu. Afinita peptidi miZe byt do zna¢né miry také ovlivnéna jejich rozpustnosti,

fluorescen¢ni znackou ¢i pritomnosti linkeru, jimz je pfipojena. Isoforma 14-3-3c vSak byla
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stejné jako isoformy P, v, €, {, n a t identifikovana jako in vivo vazebny partner Nedd4-2
(Ichimura et al., 2005). Bylo by proto zajimavé prostudovat tento fenomén detailnéji, i
vzhledem k rozdilnym tloham jednotlivych isoforem proteinti 14-3-3 (Ko et al., 2014). Vyssi
afinita pS448 k vétsin¢ isoforem 14-3-3 potvrdila preferenci motivii obsahujicich Pro na pozici
+2 od fosforylacniho mista. Sekvence motivu pS448 velmi dobie zapada do kanonického
vazebného mddu 1. Zbylé dva fosforylované motivy se klasickym vazebnym modam proteini
14-3-3 zcela vymykaji (Rittinger et al., 1999).

Vzhledem k tomu, ze se znacna ¢ast 14-3-3 vazebnych partner vaze na 14-3-3 proteiny
skrze soubéznou vazbu dvou fosforylovanych mist, ptedpokladali jsme obdobny mechanismus
i v pfipadé proteinu Nedd4-2. Nase SV-AUC experimenty s variantou proteinu Nedd4-23334%
ukazaly, ze pro tvorbu komplexu proteinu s Kp v nM oblasti je dostate¢na fosforylace na
kterémkoliv ze tii fosforylacnich mist, pfi¢emz vazebna stechiometrie je ve vsech piipadech
1:2, tedy monomer Nedd4-2 : dimer 14-3-3n. Fosforyla¢ni misto pS448 vykazuje 4x-5x vyssi
afinitu k 14-3-3n, neZz zbyla dvé fosforylaéni mista pS342 a pT367. To je v souladu s daty
ziskanymi prostfednictvim fluorescencné polarizacnich eseji. V piipadé pS448 mizeme tedy
nejspisSe hovoftit o tzv. ,.,gatekeeper motivu pro vétSinu z isoforem 14-3-3. Soub&zné vazba
dvou mist pak v ptipadé pS342 a pS448 vedla k velmi silné vazbé s Kp < 30 nM, tedy zhruba
5x silngji, nez v ptipad¢ samotného fosforylovaného mista pS448 (Kp = 140 + 20 nM). Je
zajimavé, Ze simultanni vazba mist pT367 + pS448 vykazuje podobnou, ne-li mirn€ vyssi Kp
(170 = 30 nM), jako vazba samotného pS448. Je tedy mozné, ze zde mize dochazet k n¢jakému
typu kompetice ¢i preference jednoho z obou téchto fosforyla¢nich mist. Afinita jednotlivych
fosforylaénich mist k proteinu 14-3-3n je v souladu s daty ziskanych na in vivo systémech
(Debonneville et al., 2001; Hallows et al., 2010). Vzhledem k tomu, Ze dle disociacnich
konstant mohou vSechna tfi fosforylaéni mista hrat zastupnou roli k vazbé na dimer 14-3-3,
bylo by na mist¢ prostudovat jejich ulohu mnohem detailnéji. Dle ¢lanku Chandran et al., 2011

vykazuje Ser**®

vysokou bazalni miru fosforylace, pti¢emz fosforylace tohoto jediného mista
je dostate¢na pro inhibici fosforylace ENaC. Je moZné, e uloha ostatnich mist — Ser*** a Thr*¢”,
hraje tlohu ve findlnim ,ladéni signalniho vystupu, podobné¢, jako je tomu tieba u
polyfosforylovaného proteinu LRRK?2 (Sluchanko, 2020).

Proteinové krystalizace komplexu 14-3-3nAC:Nedd4-233>*3T367A (PDB ID: 7NMZ)
odhalila celou fadu unikatnich intermolekularnich kontaktii v oblasti vazebného zlabku dimeru
14-3-3n. Pfesto pro znacnou ¢ast proteinu Nedd4-2, véetné domény WW?2, nebyla v krystalové
struktufe nalezena elektronova hustota. Je tedy mozné predpokladat, ze pozice WW2, alespon

v piipadé komplexu 14-3-3nAC:Nedd4-2°*3%°T367A, neni vii¢i proteinu 14-3-3 pevné
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definovana. Doména WW2 tedy mohla byt stale voln¢€ ptistupné pro vazbu ptipadného ligandu.
Pokud by tato tvaha byla spravnd, ¢astecnou odpovéd’ na ulohu jednotlivych fosforylacnich
mist by mohly pfinést krystalové struktury pro kombinaci fosforylacnich motivii pT367 a
pS448, ptipadné pS342 a pT367. Soucasna vazba pS448 a pT367 by vzhledem k pozici tohoto
mista vedla k o 20 aminokyselin kratSimu linkeru mezi fosforylovanym reziduem navazanym
ve vazebném zlabku a doménou WW2. To by mohlo vést k posunu WW2 blize k proteinu 14-
3-3, ¢imz by mohla byt dale ovlivnéna ptistupnost této senzorické domény pro piipadné ligandy
urcené k ubikvitinaci. NaSe data tedy v tomto konkrétnim ptipadé vyvolavaji spiSe vice otazek
nez odpovédi.

Ve snaze zmapovat strukturni zmény proteinu Nedd4-2, které jsou indukovany vazbou
proteinu 14-3-3, jsme provedli experiment kombinujici chemické zesiténi s hmotnostni
spektrometrii. Nejvyznamnéjsi strukturni zmény byly detekovany pravé v oblasti domény
WW2, pficemZ po vazbé proteinu 14-3-3 jiz nebyly déale detekovany spojeni mezi doménou
WW2 a doménou HECT. Naopak celd fada spojeni doklada mozné interakce mezi doménou
WW3 a a-helixy vazebného zlabku proteinu 14-3-3. Zajimava je i pozice spojeni mezi prvnim
a-helixem HECT domény a vnitini oblasti vazebného Zzlabku 14-3-3. Tento tzv. o'-helix
pravdépodobné hraje vyznamnou roli v regulaci HECT ubikvitin ligas, pficemz se ptedpoklada,
ze autoubikvitinace tohoto helixu mize vést k oligomerizaci a inaktivaci ubikvitin ligasy (Attali
et al., 2017). Vazba 14-3-3 by tak mohla mit pfimy dopad na tento konkrétni regulacni
mechanismus. Dal$im vyznamnym spojenim, které ptinasi ndhled do moZnych strukturnich
zmén indukovanych 14-3-3 proteiny, je kvantitativni spojeni mezi N-koncem Nedd4-2'86-75 3
N-koncovou ¢asti HECT domény v ptipadé komplexu se 14-3-3. Toto chemické spojeni zcela
specifické pro komplex miize naznaCovat, Ze po vzniku komplexu se tato oblast stava
piistupnou sitovacim ¢inidlim. Zaroven miiZze byt dokladem stale trvajici autoinhibice, kterou
zprostfedkovava N- termindlni helix proteinu Nedd4-2 nachézejici se pied doménou WW1
(Wang et al., 2019).

Vice informaci o strukturnich zménach by mohla pfinést optimalizace podminek pro
chemické zesiténi ¢i pouziti kratSich sitovacich ¢inidel, které by zajistilo hustéjsi pokryti inter-
a intra- molekuldrnich interakci. Ziskand data vSak byla dostatecna pro sestaveni CORAL
modelu na zékladé SAXS dat, ktery ndm umoznil ¢asteCnou vizualizaci téchto strukturnich
zmén. SAXS zaroven odhalil, Ze maximalni délka ¢astice Dmax se po vazbé proteinu 14-3-3
takika neméni. Pozorovatelné rozdily jsou pouze v poloméru gyrace a celkové flexibilité ¢astic.
SAXS model kombinovany s chemickym zesiténim naznacuje, Ze princip regulace Nedd4-2

prostfednictvim proteinu 14-3-3 spociva zejména v zablokovani domény WW3 v centradlnim
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kanalu 14-3-3 proteinu. Tato doména proteinu Nedd4-2 je (v menSi mife spolu s WW4)
primarné zodpoveédna za rozpoznani a ubikvitinaci ENaC (Fotia et al., 2003). Nase in vitro data
tedy pfinaSeji mozné vysvétleni déji pozorovanych v zivych systémech. Pfesna pozice WW2 a
WW4 v komplexu je vSak stale nejasna. Spojeni v apoform¢ Nedd4-2 naznacuji jeji kontakty
s doménou HECT. Model komplexu na zdkladé SAXS dat naznacuje, Ze po navazani 14-3-3 se
tato doména nachazi voln¢€ v prostoru, v blizkém kontaktu s doménou WW4. Vzhledem k tomu,
Ze pro tyto oblasti nebyly nalezené zadné spojeni, jsou pozice obou mist spiSe spekulativni.
Absence spojeni mliZze naznacovat jak volnou pozici v prostoru bez dalSich interakci, tak
nepfistupnost této oblasti rozpoustédlu a jeji uzavieni dovnitt struktury. Krystalova struktura
14-3-3nAC:Nedd4-233543T367A viak mirné naznaduje, ze by prvni z variant mohla vice
odpovidat realité.

Velmi zajimavé by bylo zjistit, jaky je vliv N-koncové C2 domény Nedd4-2, které chybéla
v pouzitém konstruktu Nedd4-2375 (kviili potizim s p¥ipravou proteinu v celé jeho délce). Je
predpokladano, ze doména C2 hraje zasadni roli v aktivaci proteinu Nedd4-2, a miize hrat
zasadni roli v celkovém sbaleni této makromolekuly (Escobedo et al., 2014; Fajner et al., 2017;
Todaro et al., 2017). NaSe experimenty vSak pfinesly prvni strukturni nahled na podstatu
interakce Nedd4-2 s proteiny 14-3-3 a ziskani detailngjSich poznatkd bude cilem budoucich

experimentd.
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6.

Zaver

Vysledky naSeho vyzkumu zaméfeného na regulaci ubikvitin ligasy Nedd4-2

prostiednictvim proteinu 14-3-3 pomoci integrovanych metod strukturni biologie byly

zvetejnény ve dvou impaktovanych Casopisech, které jsou soucasti ptilohy k této disertacni

praci.

Cile této prace byly plnény nasledovné:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Byl piipraven stabilni konstrukt proteinu Nedd4-2!875 v dostate¢ném mnozstvi a
Cistoté.

Konstrukt Nedd4-2'86-97 byl katalyticky aktivni.

Stechiometrie vazby Nedd4-2'37> s proteinem 14-3-3 je 1:2 (monomer Nedd4-2 se
vaze na dimer proteinu 14-3-3).

Byl piipraven konstrukt Nedd4-2335-4%

a jeho 8 mutantnich forem obsahujici zadné,
jedno, dvé i tii fosforylacni mista, a to v dostatecném mnozstvi a Cistoté.

Konstrukt Nedd4-2233-%3 tyotil komplex se viemi isoformami proteini 14-3-3. Vazebna
stechiometrie je vzdy 1:2.

Meéieni polarizace fluorescence odhalila preferenci hlavniho vazebného motivu Ser*®
Nedd4-2 pro dvé isoformy proteinti 14-3-3n a 14-3-3y.

Konstrukt Nedd4-2*33%*T367A byl vykrystalizovan v komplexu s 14-3-3nAC a byla
vyfesSena jeho struktura s dostate¢nym rozliSenim.

Mapovani strukturnich zmén proteinu Nedd4-2'37> vyvolanych vazbou proteinu 14-
3-3n pomoci chemického zesiténi bylo uspé$né. Data byla pouzita pro in silico
modelovani.

Strukturni charakterizace proteinu Nedd4-2'37 a jeho komplexu s proteinem 14-3-3n

za pouziti metody SAXS byla Gispésnd. Data byla pouzita pro in silico modelovani.

10) Kombinace dat z obou piedchozich cilli prace umoznila sestavit strukturni model,

ilustrujici zmény proteinu Nedd4-2 indukované vazbou proteinu 14-3-3n.
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7. Souhrn

Souhrn

Cilem této disertacni prace byla strukturni a biofyzikalni charakterizace proteinu
Nedd4-2 a jeho komplexu s proteiny 14-3-3. Protein Nedd4-2 je lidskou ubikvitin ligasou, ktera
hraje vyznamnou roli v ubikvitinaci Sirokého spektra membranovych proteinti, jakymi jsou
napiiklad membranové kanaly (ENaC, Navs), membranové transportéry (GLT-1, NCC) ¢i
membranové receptory (AMPAR). Nedd4-2 také ubikvitinuje celou fadu kinaz (WNK, SYK)
a vice jak 50 dalSich proteinti, ¢imz se vyznamné podili na udrzovani homeostdzy organismu.
Lze tedy predpokladat, Zze ubikvitinace takovéhoto mnozstvi substrati vyzaduje i precizni
uroven regulace. Jednim ze znamych regula¢nich mechanismi je fosforylace proteinu Nedd4-

367 2 Ser**®, kterd vede k vazbé dimerniho proteinu

2 na tiech fosforyla¢nich mistech: Ser**?, Thr
14-3-3 a nasledné modulaci jeho substratoveé specificity. Nedd4-2 samotny, stejné tak jako jeho
komplex s proteiny 14-3-3, v§ak dosud nebyl strukturné charakterizovan.

Vysledky publikované v ramci této disertaéni prace naznacuji, ze ubikvitin ligasa
Nedd4-2 je v roztoku monomerni a fosforylace tohoto proteinu za pouziti PKA vede k vazb¢
na proteiny 14-3-3, a to ve stechiometrii 1:2 (tedy jedna molekula fosforylované¢ho proteinu
Nedd4-2 na dimer proteinu 14-3-31). Dominantnim vazebnym mistem je fosforylovany Ser**
a nejstabiln&jsi komplex vznika pfi soucasné fosforylaci Ser’*? a Ser**®. Simultinni vazba

342 2 Ser*® byla odhalena i v krystalové struktufe komplexu 14-3-

fosforylovanych Ser
3nAC:Nedd4-233-43T367A, ktera obsahuje minimalisticky konstrukt fosforylovaného proteinu
Nedd4-2. Fosforylace kteréhokoliv z téchto tfi fosforylaénich mist je vSak dostate¢na pro vznik
komplexu s proteiny 14-3-3.

Modelovani na zdkladn¢ SAXS dat, zndmych krystalovych struktur jednotlivych domén
a vzdalenosti ziskanych z chemického zesiténi spojeného s MS naznacilo rozsahlé zmény ve

vzajemnych interakcich mezi jednotlivymi doménami proteinu Nedd4-2'86-75

, jez byly
indukované vazbou proteinu 14-3-3n. Data naznacuji, Ze doména WW3, ktera je primarné
zodpovédna za rozpoznavani membranového kanalu ENaC, je po vzniku komplexu blokovana
v centralnim kanalu dimerniho proteinu 14-3-3. Tento poznatek tak naznacuje mozny
mechanismus inhibi¢niho G¢inku proteini 14-3-3 na ubikvitinaci vySe zminéného substratu.
Publikovana data tedy poskytuji prvni strukturni ndhled na problematiku regulace proteinu
Nedd4-2 prostiednictvim proteini 14-3-3 a mohou tak byt odrazovym miistkem pro budouci

projekty v nasi laboratofi.
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Summary

The aim of this dissertation was the structural and biophysical characterization of
Nedd4-2 protein and its complex with 14-3-3 proteins. The Nedd4-2 protein is a human
ubiquitin ligase that plays an important role in the ubiquitination of a wide range of membrane
proteins such as membrane channels (ENaC, Navs), membrane transporters (GLT-1, NCC) and
membrane receptors (AMPAR). Nedd4-2 also ubiquitinates a variety of kinases (WNK, SYK)
and more than 50 other proteins, thus contributing significantly to the maintenance of
homeostasis. Therefore, it can be assumed that ubiquitination of such a large number of
substrates also requires a precise level of regulation. One of the known regulatory mechanism
is the phosphorylation of the Nedd4-2 protein at three phosphorylation sites: Ser**?, Thr*¢” and

S er448

, which leads to the binding of the dimeric 14-3-3 protein and subsequent modulation of
its substrate specificity. However, Nedd4-2 itself, as well as its complex with 14-3-3 proteins,
has not yet been structurally characterized.

The results published within this thesis suggest that the ubiquitin ligase Nedd4-2 is
monomeric in solution and phosphorylation of this protein using PKA leads to binding to 14-
3-3 proteins in a 1:2 stoichiometry (i.e. one molecule of phosphorylated Nedd4-2 protein per

448

dimer of 14-3-3n protein). The dominant binding site is phosphorylated Ser**, and the most

448

stable complex is formed when Ser’*? and Ser**® are phosphorylated simultaneously.

Simultaneous binding of phosphorylated Ser*** and Ser**®

was also revealed in the crystal
structure of the 14-3-3nAC:Nedd4-2°3**T367A complex, which contains a minimalistic
construct of phosphorylated Nedd4-2 protein. However, phosphorylation of any of these three
phosphorylation sites is sufficient to form a complex with the 14-3-3 protein.

Modeling based on SAXS data, known crystal structures of individual domains and
distance constraints obtained from MS coupled with chemical crosslinking indicated extensive
changes in the interactions between the domains of the Nedd4-2!%67 protein induced by the
binding of the 14-3-3n protein. The data suggest that the WW3 domain, which is primarily
responsible for recognition of membrane channel ENaC, is blocked in the central channel of
the dimeric 14-3-3 protein after complex formation. This finding suggests a possible
mechanism for the inhibitory effect of 14-3-3 protein on ubiquitination of this particular
substrate. Published data therefore provide the first structural glimpse into mechanisms of

Nedd4-2 regulation by 14-3-3 proteins and can thus be a stepping stone for follow-up projects

in our laboratory.

27



8. Pouzitd literatura

Attali, 1., Tobelaim, W.S., Persaud, A., Motamedchaboki, K., Simpson-Lavy, K.J., Mashahreh, B., Levin-
Kravets, O., Keren-Kaplan, T., Pilzer, 1., Kupiec, M., Wiener, R., Wolf, D.A., Rotin, D., Prag, G., 2017.
Ubiquitylation-dependent oligomerization regulates activity of Nedd4 ligases. EMBO J. 36, 425-440.
https://doi.org/10.15252/embj.201694314

Chandran, S., Li, H., Dong, W., Krasinska, K., Adams, C., Alexandrova, L., Chien, A., Hallows, K.R., Bhalla,
V., 2011. Neural Precursor Cell-expressed Developmentally Down-regulated Protein 4-2 (Nedd4-2)
Regulation by 14-3-3 Protein Binding at Canonical Serum and Glucocorticoid Kinase 1 (SGK1)
Phosphorylation Sites *. J. Biol. Chem. 286, 37830—-37840. https://doi.org/10.1074/jbc.M111.293233

Cole, J.L., Lary, J.W., Moody, T., Laue, T.M., 2008. Analytical Ultracentrifugation: Sedimentation Velocity and
Sedimentation Equilibrium. Methods Cell Biol. 84, 143—-179. https://doi.org/10.1016/S0091-
679X(07)84006-4

Debonneville, C., Flores, S.Y., Kamynina, E., Plant, P.J., Tauxe, C., Thomas, M.A., Miinster, C., Chraibi, A.,
Pratt, J.H., Horisberger, J.-D., Pearce, D., Loffing, J., Staub, O., 2001. Phosphorylation of Nedd4-2 by
Sgk1 regulates epithelial Na+ channel cell surface expression. EMBO J. 20, 7052-7059.
https://doi.org/10.1093/emboj/20.24.7052

Escobedo, A., Gomes, T., Aragén, E., Martin-Malpartida, P., Ruiz, L., Macias, M.J., 2014. Structural Basis of
the Activation and Degradation Mechanisms of the E3 Ubiquitin Ligase Nedd4L. Structure 22, 1446—
1457. https://doi.org/10.1016/.str.2014.08.016

Fajner, V., Maspero, E., Polo, S., 2017. Targeting HECT-type E3 ligases — insights from catalysis, regulation
and inhibitors. FEBS Lett. 591, 2636-2647. https://doi.org/10.1002/1873-3468.12775

Fotia, A.B., Dinudom, A., Shearwin, K.E., Koch, J., Korbmacher, C., Cook, D.I., Kumar, S., 2003. The role of
individual Nedd4—2 (KIAA0439) WW domains in binding and regulating epithelial sodium channels.
FASEB J. 17, 70-72. https://doi.org/10.1096/1j.02-0497fje

Gotze, M., Pettelkau, J., Schaks, S., Bosse, K., Ihling, C.H., Krauth, F., Fritzsche, R., Kiihn, U., Sinz, A., 2012.
StavroX—A Software for Analyzing Crosslinked Products in Protein Interaction Studies. J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 23, 76—87. https://doi.org/10.1007/s13361-011-0261-2

Hallows, K.R., Bhalla, V., Oyster, N.M., Wijngaarden, M.A., Lee, J.K., Li, H., Chandran, S., Xia, X., Huang, Z.,
Chalkley, R.J., Burlingame, A.L., Pearce, D., 2010. Phosphopeptide Screen Uncovers Novel
Phosphorylation Sites of Nedd4-2 That Potentiate Its Inhibition of the Epithelial Na+ Channel. J. Biol.
Chem. 285, 21671-21678. https://doi.org/10.1074/jbc.M109.08473 1

Ichimura, T., Yamamura, H., Sasamoto, K., Tominaga, Y., Taoka, M., Kakiuchi, K., Shinkawa, T., Takahashi,
N., Shimada, S., Isobe, T., 2005. 14-3-3 Proteins Modulate the Expression of Epithelial Na+ Channels
by Phosphorylation-dependent Interaction with Nedd4-2 Ubiquitin Ligase *. J. Biol. Chem. 280,
13187-13194. https://doi.org/10.1074/jbc.M412884200

Ko, S., Kim, J.Y., Jeong, J., Lee, J.E., Yang, W.1., Jung, W.H., 2014. The Role and Regulatory Mechanism of
14-3-3 Sigma in Human Breast Cancer. J. Breast Cancer 17, 207-218.
https://doi.org/10.4048/jbc.2014.17.3.207

Manning, J.A., Kumar, S., 2018. Physiological Functions of Nedd4-2: Lessons from Knockout Mouse Models.
Trends Biochem. Sci. 43, 635-647. https://doi.org/10.1016/].tibs.2018.06.004

Rittinger, K., Budman, J., Xu, J., Volinia, S., Cantley, L.C., Smerdon, S.J., Gamblin, S.J., Yaffe, M.B., 1999.
Structural Analysis of 14-3-3 Phosphopeptide Complexes Identifies a Dual Role for the Nuclear Export
Signal of 14-3-3 in Ligand Binding. Mol. Cell 4, 153—-166. https://doi.org/10.1016/S1097-
2765(00)80363-9

Sluchanko, N.N., 2020. Reading the phosphorylation code: binding of the 14-3-3 protein to multivalent client
phosphoproteins. Biochem. J. 477, 1219-1225. https://doi.org/10.1042/BCJ20200084

Todaro, D.R., Augustus-Wallace, A.C., Klein, J.M., Haas, A.L., 2017. The mechanism of neural precursor cell
expressed developmentally down-regulated 4-2 (Nedd4-2)/NEDD4L-catalyzed polyubiquitin chain
assembly. J. Biol. Chem. 292, 19521-19536. https://doi.org/10.1074/jbc.M117.817882

Wang, Z., Liu, Z., Chen, X., Li, J., Yao, W., Huang, S., Gu, A., Lei, Q.-Y., Mao, Y., Wen, W., 2019. A multi-
lock inhibitory mechanism for fine-tuning enzyme activities of the HECT family E3 ligases. Nat.
Commun. 10, 3162. https://doi.org/10.1038/s41467-019-11224-7

Zhu, J., Lee, K.Y ., Jewett, K.A., Man, H.-Y., Chung, H.J., Tsai, N.-P., 2017. Epilepsy-associated gene Nedd4-2
mediates neuronal activity and seizure susceptibility through AMPA receptors. PLOS Genet. 13,
€1006634. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1006634

28



Seznam publikaci:

Publikace in extenso, které jsou soucasti disertace:

Pohl, P., Joshi, R., Petrvalska, O., Obsil, T., Obsilova, V., 2021. 14-3-3-protein regulates
Nedd4-2 by modulating interactions between HECT and WW domains. Commun. Biol.
4, 899. https://doi.org/10.1038/s42003-021-02419-0 (IF = 6.548)

Joshi, R., Pohl, P., Strachotova, D., Herman, P., Obsil, T., Obsilova, V., 2022. Nedd4-2 binding

to 14-3-3 modulates the accessibility of its catalytic site and WW domains. Biophys. J.
121, 1299-1311. https://doi.org/10.1016/j.bp;j.2022.02.025 (IF = 4.033)

29



