Abstrakt

Posttranslacni modifikace prostiednictvim ubikvitinace hraji kli¢ovou roli v regulaci
membranovych proteinti. Nedd4-2, lidska HECT E3 ubikvitin ligaza, je posledni komponentou
ubikvitinaéni kaskady, ktera pfenasi molekuly ubikvitinu a spousti endocytéozu svych
naslednych cilovych molekul. Dysregulace Nedd4-2 muze zptisobovat rizné poruchy, véetné
epilepsie, respiracni tizkosti a Liddleova syndromu. Pfestoze se na regulaci Nedd4-2 podileji
ruzné adaptorové proteiny, v tomto vyzkumu jsme se zaméfili na konzervované proteiny 14-3-
3, znamé negativni regulatory Nedd4-2. V této studii jsme provedli biofyzikalni charakterizaci
konstruktti Nedd4-2!"-58! 3 Nedd4-2'%75 v komplexu s 14-3-3, abychom ziskali dali nhled
do dynamiky této interakce. Nase vysledky casové rozlisené fluorescenéni spektroskopie
odhalily, ze vazba 14-3-3 ovliviiuje emisni vlastnosti a pohyblivost specifickych WW domén
(WW3 a WW4) Nedd4-2, zatimco ostatni (WW1) Setfi. Zajimavé je, Ze katalytickd doména
HECT prochézi pti tvorbé komplexu konformacnimi zménami a zvySenou exponovanosti
rozpoustédlu. Predpokladame, ze stericka inhibice domén WW3 a WW4 v kombinaci s
konformaénimi zménami v katalytické doméné muiize byt zakladem regulacniho mechanismu
zprostiedkovaného vazbou proteinem 14-3-3.  Chemické zesiténi spolu s hmotnostni
spektrometrii a experimenty s limitovanou proteolyzou dale objasnuji rozséhlé strukturni
zmény v doménach Nedd4-2 v pritomnosti proteini 14-3-3, coz podtrhuje ochrannou roli 14-
3-3 proti proteolytické degradaci. Nase komplexni zjisténi tedy celkovée vrhaji svétlo na slozité
molekularni mechanismy fidici regulaci Nedd4-2 zprostfedkovanou vazbou 14-3-3 a nabizeji
cenné poznatky pro lepsi pochopeni regulace funkci membranovych proteinli zprostfedkované

ubikvitinem a jeji mozné tlohy u riznych patologickych stavi.



