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Abstrakt

Proteinfosfatasa PPM1D je negativnim regulatorem odpovédi bun¢k na poskozeni DNA.
V procesech opravy poskozené DNA ma nezastupitelnou funkci tumor supresorovy protein
p53. Jednim z jeho hlavnich negativnich regulatorii je pravé fosfatasa PPM1D, jejiz exprese je
proteinem p53 zéaroven fizena. Fyziologicky se PPM1D inaktivaci p53 podili na obnové
homeostazy v buitkkdch. Nadmérna exprese PPM1D je vSak spojena se vznikem a rozvojem
nékolika typu nédord. Porozuméni mechanismiim, jakymi dochazi k regulaci PPM1D, proto

muze byt dillezitym krokem v boji proti nddorovym onemocnénim.

Struktura PPM1D se kromé& kompaktni fosfatasové domény vyznacuje i pfitomnosti
nékolika flexibilnich a nestrukturovanych casti. Obtiznym tkolem je proto i pfiprava tohoto
proteinu, coZ vyrazné sté¢Zzuje moznosti jeho charakterizace in vitro. Proto byl v této préaci pouzit
zkraceny protein PPM1D1.397 (PPM1D NTD). S cilem ziskat stabilni protein o vysoké Cistote
byla exprese a purifikace PPM1D NTD extenzivné optimalizovana. Ziskané SAXS data
naznacuji, ze smycka bohatd na prolin (30-99), kterd je specifickd pro PPM1D, zaujima
v roztoku rozvinutou a pravdépodobné flexibilni konformaci. Dlouhodobym cilem projektu je
studium protein-proteinovych interakci fosfatasy PPMID. Jednim z interakénich partnert
PPMID jeiprotein LZAP. Méfeni fosfatasové aktivity v pritomnosti LZAP prokazuji negativni
vliv LZAP na aktivitu PPM1D. Tato zji$téni jsou v rozporu s piedchdzejicimi studiemi vlivu
LZAP na aktivitu PPMI1D. V ramci této diplomové prace je diskutovana také mozn4 interakce
PPMID s proteiny 14-3-3. Tyto proteiny vazbou na fosforylované motivy moduluji aktivitu
a strukturu svych vaznych partnerti. PPM 1D obsahuje n¢kolik sekvenénich motivi, které jsou
rozeznavany proteiny 14-3-3. Dv€ z téchto mist (Serd6, Ser97) jsou zaroven fyziologicky
fosforylovéana a nachazeji se v nestrukturované smycce bohaté na prolin. Pro ucely studia této
interakce byl optimalizovan protokol, jimz byla PPM1D NTD in vitro fosforylovana vyuZzitim
proteinkinasy A.

Kli¢ova slova: rekombinantni proteiny, fosfatasa, signalizace, inhibice, regulace, p53



Abstract

PPMID protein phosphatase is a negative regulator of the cellular response to DNA damage.
The tumor suppressor protein pS3 plays an irreplaceable role in these processes. PPMI1D
phosphatase is one of its main negative regulators and expression of PPM1D is also regulated
by p53. Physiologically, PPMI1D contributes to the restoration of cellular homeostasis by
inactivating p53. However, overexpression of PPM1D is associated with the development and
progression of several types of tumors. Understanding the mechanisms by which PPM1D is

regulated could therefore be an important step towards the fight against cancer.

The structure of PPM1D is characterized not only by a compact phosphatase domain
but also by the presence of several flexible and unstructured regions. Therefore, the preparation
of'this protein is a challenging task, which significantly complicates its characterization in vitro.
For this reason, a truncated protein PPM1D1.397 (PPM1D NTD) was used in this thesis. In order
to obtain a stable protein with high level of purity, the expression and purification of PPM1D
NTD were extensively optimized. SAXS data suggest that the proline-rich loop (30-99), which
is specific to PPM1D, adopts an extended and likely flexible conformation in solution. The
long-term goal of the project is to study the protein-protein interactions of PPM 1D phosphatase.
One of the interaction partners of PPM1D is LZAP protein. Phosphatase assays results in the
presence of LZAP demonstrate a negative effect of LZAP on PPM1D activity. These findings
contradict previous studies on the effect of LZAP on PPM1D activity. This thesis also discusses
the possible interaction of PPM1D with 14-3-3 proteins. These proteins modulate the activity
and structure of their binding partners through binding to phosphorylated motifs. PPM1D
contains several sequence motifs that are recognized by 14-3-3. Two of these sites (Ser46,
Ser97) are also physiologically phosphorylated and are located in the unstructured
proline-rich loop. For the purpose of studying this interaction, in vitro phosphorylation protocol

for PPM1D was optimized using protein kinase A.

[IN CZECH]
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1 Uvod

Genotoxicky stres vyvolany riznymi endogennimi a exogennimi vlivy mtize vést v bunikach
k naruSeni stability genomu. Pro tyto pfipady ma buika vyvinuty mechanismy spocivajici
v aktivaci konzervovanych signalnich drah, jejichz disledkem je zastaveni bunécného cyklu
u délicich se bun€k a umoznéni opravy posSkozené DNA (dale jen DDR drahy, z angl. ,,DNA
damage response‘). V zavislosti na rozsahu poskozeni DNA dojde bud’ k do¢asnému zastaveni
bunééného cyklu nebo se z bun¢k stanou buiiky senescentni, u kterych je bunéény cyklus
zastaven trvale'. Diisledkem reakce na poskozeni DNA miiZe byt i programovana bunééna smrt
neboli apoptoza. VSechny tyto procesy piedstavuji pro organismus kliCové ndstroje pro

zachovani integrity genomu, jejiz ztrata miize vést k rozvoji nadorového onemocnéni'-2,

Inaktivujici mutace v proteinech ucastnicich se DDR signdlnich drah jsou spojeny
s rozvojem nadorovych procesii, a proto tyto geny klasifikujeme jako tumor supresorové.
Pienos signdli v DDR signdlnich drdhdch je umoznén a regulovan zejména diky
posttranslaénim modifikacim, jako je fosforylace (¢i defosforylace), acetylace nebo
ubikvitinylace®. Zasadni roli zde plni enzymy z rodiny Ser/Thr proteinkinas, jejichZ mutace
jsou Casto asociovany s rozvojem nadorového onemocnéni a které jsou zaroven castymi cili
terapeutického zasahu®. DDR signalni drdhy vedou k aktivaci proteinu p53, jehoz funkce
spociva v regulaci transkripce gent dualezitych pro zastaveni bunééného cyklu, opravu DNA,
apoptdzu ¢i metabolismus. V piipadé, ze je buiika v genotoxickém stresu dlouhodobé, je protein
p53 stabilizovan prostfednictvim posttranslacnich modifikaci s cilem zvysit transkripci genti
dilezitych pro regulaci progrese bun&éného cyklu®>S. V momentu, kdy je poskozeni DNA
odstranéno, je aktivita DDR drah utlumena ¢innosti jejich negativnich regulatort, a to zejména
ubikvitinligasou Mdm2 (z angl. ,,Mouse Double Minute 2) a enzymy z rodiny Ser/Thr
proteinfosfatas PPM (z anglického ,,metal-dependent protein phosphatases®). Zatimco
proteinkinasy jsou relativné dobfe prostudovanou enzymovou skupinou, Uroveil poznani
struktury a mechanismi funkce proteinfosfatas je dosud zna¢né nizka. Jednim z klicovych
negativnich regulatort signalnich drah proteinu p53 je proteinfosfatasa PPM1D neboli WIP1
(z anglického ,,wild-type p53-induced protein 1), Fyziologickou funkci této fosfatasy je
homeostatickd regulace v bufice a zajisténi navratu bungk do klidového stavu’. Oviem
patologicky zvySena exprese genu pro PPMID byla nalezena v n€kolika typech nadort
a v soucasnosti je tento enzym povazovan za onkogen'®. Informace o struktuie a regulaci

aktivity PPM1D jsou proto dulezité v boji proti n€kterym nddorovym onemocnénim.



1.1 Odpovéd bunék na poskozeni DNA — DDR draha

Genotoxicky stres ma rtizné podoby a urovné a v zavislosti od toho na n¢j bunka reaguje.
Poskozeni DNA je rozezndno senzorovymi proteiny, které aktivuji  kinasy
z fosfatidylinositol-3-kinasové rodiny. Konkrétné v ptipadé dvouvlaknovych zlomt DNA je to
kinasa ATM (z angl. ,,Ataxia Telangiectasia Mutated*) nebo v ptipade¢ jednovlaknovych zlomi
je to kinasa ATR (z angl. ,,Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein“)*. Tyto kinasy $if
fosforylaci dalSich kinas signal dal, a to nejdiiv na efektorové kinasy Chkl a Chk2 (z angl.
,Checkpoint Kinase), jejichz aktivitou dochédzi k inaktivaci cyklin-dependentnich kinas
(CDK) (viz Obrazek 1, str. 11). CDK jsou aktivni ve své nefosforylované forme. Defosforylaci
CDK zabezpecuji cdc25 fosfatasy (z angl. ,,cell division cycle 25%). Cdc25 fosfatasy jsou také
inaktivovany v disledku fosforylace kinasami Chk1 a Chk2, diky ¢emuz CDK nemiiZou byt
zpétné aktivovany. Vysledkem je zastaveni bun&éného cyklu'!' 13,

K zastaveni buné¢ného cyklu mize v buiice dojit i jinym zplsobem. V ptipadé
dvouvlaknovych zlomi v DNA se spousti kaskdda ATM/Chk2 vedouci k apoptéze nebo
k zastaveni bun&éného cyklu pies drdhu p53/p21 (viz Obrazek 1, str. 11)!*!4. Protein p53,
jakozto transkripcéni faktor, je v této kaskadé klicovym aktérem. Ve fyziologickém stavu, to
znamena ve stavu, kdy nedoslo k poskozeni DNA, je mnozstvi a aktivita proteinu p53
regulovana a udrzovana na nizké bazalni urovni. To zabezpecuje E3 ubikvitinligasa Mdm?2,
jejiz funkce vede k ubikvitinylaci p53, coZ indukuje jeho export z jadra a naslednou degradaci
proteasomem’. Jeho transkripéni aktivita je také negativné fizena proteinem Mdmx
(ubikvitinylaén& neaktivni homolog Mdm2)!>'7. Nicméné, v diisledku poskozeni DNA je p53
posttranslaéné modifikovan kinasami ATM/Chk2, coz vede k jeho stabilizaci, tetramerizaci
a ke zvySeni jeho transkripéni aktivity (viz Obréazek 1, str. 11). Konkrétné€ kinasa ATM zvySuje
transkrip¢ni aktivitu proteinu p53 skrze fosforylaci na pozici Ser15. Tato fosforylace vede u p53
ke zméné v doméné vazajici DNA. Takto fosforylovany p53 zaroven neni ubikvitinylovan
Mdm?2 a tedy jeho proteosomalni degradace je eliminovana'®. Diky tomu p53 indukuje expresi
gen(l Gidastnicich se procesu apoptdzy, zastaveni bun&¢ného cyklu ¢i opravy DNA!". Primarnim
transkripénim cilem proteinu p53 je i gen pro CDKN1/p21, ktery inhibuje CDK a docasné
zastavuje bun&ény cyklus v G1, resp. G2 fazi (viz Obrazek 1, str. 11)!.

Kromé trvalého nebo docasného zastaveni bunécného cyklu je buiika v reakci na
poskozeni DNA schopna i aktivné zahdjit procesy opravy téchto poskozeni. V kontextu téchto
signalnich drah je toho umoznéno fosforylaci histonu H2AX kinasou ATM v pozici Ser139

v oblasti chromatinu blizko DNA poSkozeni (viz Obrazek 1, str. 11). Fosforylovand forma
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H2AX histonu (oznacovéna jako YH2AX) je znackou pro poSkozenou oblast DNA a zaroven je
kli¢ova pro spojeni poskozeného chromatinu s opravnym proteinovym aparatem?’.

Dalsi zphsob reakce bunék na poskozeni DNA skrze protein p53 je exprese
proapoptickych proteinit BAX (z angl. ,,Bcl-2-associated X protein®), PUMA (z angl. ,,p53
upregulated modulator of apoptosis®) nebo NOXA (z latinského ,,noxa*, coz znamena
poskozeni)?!. Tyto proteiny indukuji apoptézu uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii, ktery
se pak v cytosolu vaze na apopticky faktor aktivujici proteasu 1 (APAF1) a indukuje tzv. vnitini
apoptozu?2. Priibéh téchto signalnich drah je schematicky znazornén na Obrazku 1.

G,

S
G,

Docasné zastaveni
bunécného cyklu

Oprava
poskozené DNA

o

-
-
Ll S
‘‘‘‘‘

Apoptoza

Obrazek 1: Schematické znazornéni signalni drahy zahajené pii poskozeni DNA. Poskozeni DNA vede
k aktivaci ATR/Chk1 drahy, ktera cili na cdc25 rodinu fosfatas s cilem zabranit aktivaci CDK kinas, coz vede
k zastaveni bunééného cyklu. Dvouvlaknové zlomy v DNA indukované ionizujicim zafenim aktivuji ATM kinasu,
ktera fosforyluje p53 a Mdm2, coz vede k celkové stabilizaci p53. Ten pak mize indukovat expresi CDKN1/p21.
Primarnim cilem ATM kinasy je histon H2AX, jehoz fosforylovana forma (YH2AX) spousti opravné mechanismy.
Vysoka uroven aktivace p53 pak vede k expresi proapoptickych proteinit PUMA a NOXA a posléze k apoptoze.
Obrazek byl pfipraven pomoci templatu ,,Protein Function Scheme® v internetovém programu BioRender.com.
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1.2 Negativni regulace a ukon€eni DDR drahy

Za normalnich okolnosti je hladina p53 regulovéna zejména diky aktivité E3 ubikvitinligasy
Mdm2?. Gen, ktery koduje Mdm2, je zarovefi transkripénim cilem proteinu p53 a po opravé
DNA je tak koncentrace p53 v bunce zpétnovazebné sniZzena zvysenou transkripci genu
MDM2** V disledku poskozeni DNA ale v rimci DDR drahy doch4zi mimo jiné k fosforylaci
p53 na pozici Serl5, coz vede k neschopnosti Mdm2 p53 vazat (viz kapitola 1.1, str. 10)'8,
Béhem tohoto procesu dochazi aktivitou kinasy ATM k fosforylaci i u Mdm2 na pozici Ser395,
jejiz aktivita je touto modifikaci znacné snizena. Diky tomu je protein p53 v jadie kumulovan
a jeho transkripéni aktivita je zvySena (viz Obrazek 1, str. 11)*. Fosforylace mé4 v kontextu
DDR drah tedy nezastupitelné postaveni. Opacnym procesem, tedy defosforylaci, 1ze pritb¢h
DDR zvratit. Proto maji v regulaci a ukonc¢eni DDR drah vyznamné postaveni proteinfosfatasy.
Takovym piikladem je proteinfosfatasa PPMID, ktera specifickou defosforylaci cilovych

proteinii negativné reguluje signalni drahy vedouci k opravé DNA (viz kapitola 1.3.3, str. 22)'.

1.3 Proteinfosfatasy a jejich role

Proteinfosfatasy hraji dulezitou roli v n€kolika bunéénych procesech, vcetné diferenciace,
proliferace nebo také odpovedi bun€k na stres. V ramci této odpovédi je zdsadnim prostiedkem
pro ptenos signalu fosforylace (viz kapitola 1.1, str. 10). Zatimco funkci proteinkinas je pfenos
fosfatové skupiny z ATP na protein, ¢imz muzou radikdlné meénit jejich vlastnosti,
proteinfosfatasy naopak fosfatovou skupinu z proteinii odstraiiuji. Pravé diky regulaci

reverzibilni proteinové fosforylace se z proteinfosfatas stdva vyznamny hra¢ na poli signalnich

kaskad.

Proteinfosfatasy lze rozd¢lit do nékolika skupin dle jejich substratové specifity vici
riznym fosforylovanym aminokyselinovym postrannim fetézclim [threonin/serin (tvoii 98 %
proteinfosfatas), tyrosin, histidin...]**?’. Ser/Thr proteinfosfatasy lze pak rozdélit do dvou
evoluéné neptibuznych rodin PPP (z angl. ,,PhosphoProtein Phosphatase®) a PPM (z angl.
,Protein Phosphatase Metal-dependent*)*®. V kontextu této prace je vyznamna skupina PPM
proteinfosfatas, pro jejichz funkci jsou nezbytné kationty kovu ve vysokych koncentracich.
Tato tiida byla v minulosti oznacovana také jako PP2C, coZ napovida, Ze pro jejich katalytickou
funkci jsou dblezité dva ionty kovu?’. Rodina PPM proteinfosfatas je jednou z nejvice
konzervovanych genti v organismech?®*°. Savci exprimuji 20 riiznych izoforem (viz Obrazek 2,
str. 13), jejichz rozdily jsou dany aminokyselinovymi substitucemi a inzercemi v katalytickém
centru ¢i rliznymi adicemi na obou koncich proteinGi*’. Vysoce konzervovéano je zejména

katalytické jadro PPM fosfatas?’.
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1.3.1 Strukturni charakterizace PPM fosfatas

PPM fosfatasy se v butice fyziologicky vyskytuji jako monomerni proteiny s vazanymi ionty
kovu, kterym obvykle byvé hofec¢naty iont. Jednotlivé enzymy z PPM rodiny se li§i svymi C-
a N-termindlnimi doménami, ¢i inzercemi v ramci katalytické domény, diky kterym mayji
unikatni vlastnosti v kontextu interakce s vazebnymi partnery, rozeznavani substrati ¢i
substratové specifity (viz kapitola 1.3.2, str. 15)?’. Na zakladé sekvenéni homologie mizou byt

lidské izoformni enzymy z PPM rodiny rozdéleny do 12 tiid (viz Obrazek 2).
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Obrazek 2: Schematické znazornéni 12 tiid lidskych izoforem PPM fosfatas. Jednotlivé izoformy se 1isi
riznymi inzercemi v ramci katalytického jadra, riznou délkou C- a N-terminalnich oblasti proteinti. Vysoce
konzervované je katalytické jddro PPM fosfatas obsahujici aminokyselinové fetézce zodpoveédné za vazbu ionti
kovu (modré, zelené, cervené Sipky). Nékteré z izoforem tyto aminokyselinové fetézce beéhem evoluce ztratily a
jejich katalytické vlastnosti se od jinych PPM fosfatas lisi. Pfevzato a upraveno z*’.
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Prvnim a zaroven nejlépe prostudovanym enzymem z rodiny PPM fosfatas je PPM 1A,
jejiz krystalova struktura byla vyfesena v roce 1996°!. Nicméné vzhledem k vysoké konzervaci
gend pro PPM fosfatasy (i na zdklad¢ vyteSenych struktur dal§ich izoforem PPM 1B, PPM 1K)

1ze niZze uvedené informace zobecnit pro vétSinu z enzymil z této rodiny.

Katalytické jadro PPM fosfatas obsahuje centrdlni B-sendvi€, ktery je obklopen péti
a-helixy, pficemz takovéto usporadani vytvaii kavitu, v niz jsou chelatovany dva dvojmocné

ionty kovu (viz Obrazek 3, str. 15)*3!

. Kazdy zionti kovu je oktaedricky koordinovan
postrannimi fetézci aminokyselin a molekulami vody. Ionty kovu timto zptisobem pomahaji
vazat a aktivovat molekuly vody, které se pak nukleofilnim tokem na atom fosforu podili na
defosforylaci cilovych fosforylovanych proteinG*®*!. Strukturni studie z roku 2018 dokonce
potvrdila vazbu az tfech ionti (Ca®") v katalytickém centru®?. Tteti iont kovu je v struktufe
PPM1A véazan velmi slabé (submikromoldrni afinity pro prvni dva ionty, vs. milimolarni afinita
pro tfeti iont kovu), coz naznacuje, pro¢ enzymy z této rodiny vykazuji in vitro fosfatasovou

aktivitu jen v koncentracich hote¢natych iontii v fadu desitek mmol/1*?

. Zajimavé je porovnani
s intracelularni koncentraci hot¢iku v buiikach. Absolutni koncentrace hotfecnatych iontd se
pohybuje na tGrovni 15-25 mM, ale velka vétSina z tohoto hoi¢iku je vdzana na nukleovych
kyselinach a proteinech. Odhaduje se, ze koncentrace volnych hofe¢natych ionti je tak mnohem
nizsi (zhruba 2-3mM) a tak zlstava otazkou, jakym zplisobem je v buiice zajistén ptistup

hote¢natych iontii pro PPM fosfatasy*.

I kdyz jsou hotfecnaté ionty vazany preferencné, nékteré studie potvrdily aktivacni vliv
i u vazby Zeleznatych iontf*°. Naopak inhibi¢ni vliv na fosfatasovou aktivitu PPM fosfatas maji
k velkému vyznamu iontd kovu pro aktivitu PPM fosfatas neni piekvapenim, Ze
aminokyselinové fetézce zodpoveédné za vazbu iontli kovu jsou v ramci celé PPM rodiny vysoce
konzervovany. U izoforem, které nékteré z téchto aminokyselin ztratily, se jejich neptfitomnost
projevila sniZzenou nebo dokonce Zadnou fosfatasovou aktivitou a fadime je do skupiny
pseudofosfatas. Vysoce konzervovanych je také nékolik glycinovych a argininovych zbytki na

N-terminalnim konci PPM fosfatas, které se ziejmé podileji na stabilizaci katalytického jadra®’.
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Obrazek 3: Krystalova struktura PPM1A (PDB: 4RA?2). Struktura katalytického jadra je vysoce konzervovana
napfi¢ izoformami PPM fosfatas. Katalytické jadro je sloZeno z B-skladanych listi tvoficich B-sendvi¢ (zluté),
ktery je zobou stran obklopen a-helixy (fialové). Krystalova struktura ukazuje vazbu dvou iontd kovl
v katalytickém jadie (Cerné), ale na zakladé novéjsich strukturnich studii 1ze pfedpokladat i slabou vazbu tfetiho
iontu kovu, coz muze také vysvétlovat potfebu milimolarnich koncentraci hofecnatych iontt pro aktivitu enzymu
z této rodiny. Cervené jsou znazornény smyckova spojeni (L) na strané katalytického centra, zelen& zase spojeni
na opacné strané. Pfevzat z77.

1.3.2 Strukturni charakterizace PPM1D: Specifické Useky - klinicky vyznam,
konformace, konzervace
Jak lze vidét na Obrazku 2 (str. 13), jednotlivé izoformy v PPM rodin€é se od sebe lisi
pritomnosti riznych sekvenci v ramci katalytického jadra, nebo inzercemi ¢i delecemi na jejich
N- a C-konci. Tyto useky zfejmé vedou k urCeni funkce a specifity jednotlivych izoforem.
Vhodnym piikladem jsou rozdily mezi izoformami PPM1A a PPM1D. Pfesto, Ze oba enzymy
sdileji vysoce konzervované katalytické jadro, ptfitomnost dvou specifickych sekvenci
u PPMID mé za disledek to, Ze zatimco PPM1A vykazuje tumor supresorovou aktivitu,
PPMID je diky své aktivité v buiice prokdzanym onkogenem’?3’. Na Obrazku 4 (str. 16) je
schematicky zndzornén rozdil v primdrni struktufe PPM1A a PPMID. Jak je uvedeno
v kapitole 1.3.1 (str. 13), krystalova struktura PPM1A byla vyfeSena. V ¢ervenci 2024 byla
publikovana studie, ktera jako viibec prvni pfindsi experimentalni detailni strukturu katalytické

domény PPMID.
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Obrazek 4: Rozdil v primarni struktuife dvou nejvice studovanych zastupci PPM rodiny proteinfosfatas
PPM1A a PPMI1D. Struktura PPM1D se vyznacuje ptitomnosti dvou specifickych sekvenci. Konkrétné se jedna
o usek 30-99, ktery ptedstavuje specifickou smycku bohatou na proliny a tsek 219-295, ktery se v literatuie
oznacuje pojmem flap doména, vzhledem na pfedpokladanou vysokou konformacni heterogenitu. Flap doména
(obsahujici B-smycku specifickou pro PPM1D) je velmi studovanym tsekem tohoto enzymu, ktery se s nejvetsi
pravdépodobnosti podili na substratové specifité enzymu PPM1D. Dilezitou roli zfejmé hraje i pfi inhibici
enzymové aktivity PPM1D. Vyznam prodlouzené C-terminalni domény pro PPM1D neni zndm. Na obrazku jsou
vyznaceny fetézce zodpovédné za vazbu iontl kovu (M1 — aminokyselina vazajici jeden iont, M2 — aminokyselina
vazajici druhy iont, M1&M2 — aminokyseliny vazajici oba ionty kovi). Prazdnymi modrymi Sipkami jsou

znazornény fetézce, které tvoti vodikové vazby s molekulami vody. Tyto molekuly vody koordinuji ionty kovi

v aktivnim centru. Obréazek pievzat a upraven z?’.

1.3.2.1 Krystalova struktura katalytické domény PPM1D

Vzhledem k vysokému zastoupeni nestrukturovanych tisekt ve struktute fosfatasy PPM1D byla
jeji strukturni charakterizace obtiZzna. V Cervenci 2024 byla publikovana studie, ve které autofi
pomoci rentgenostrukturni analyzy piinasSeji detailni pohled na strukturu katalytické domény
PPM1D*¥. V ramci studie autofi pracovali s nékolika proteinovymi konstrukty, které byly
optimalizovany tak, aby poskytovaly rozpustny protein schopny tvofit krystaly. Katalyticka
doména PPMI1D obsahuje 2 vysoce specifické useky: smycku bohatou na prolin (30-99)
a B-smycku (soucast flap domény, 235-268). Pro ziskdni detailni struktury autofi pouzili
proteinovy konstrukt PPM1D (1403, A37-94, R250A, R258A, R259A, G8R, P33E). Finalni
krystalova struktura tedy neobsahuje informace o smycce bohaté na prolin (informace o tomto
useku viz kapitola 1.3.2.4, str. 20). Zaroven finalni konstrukt obsahuje mutace nékterych
aminokyselin v oblasti B-smy¢ky (informace o flap doméné a B-smy¢ce viz kapitola 1.3.2.3,
str. 19). Nicméné 1 pfes tato omezeni pfinasi studie mimotadné uzite€né informace o struktufe
katalytické domény PPM1D, které mohou pfispét k lep§imu pochopeni mechanismu plisobeni

PPMID ¢&i k navrhu specifickych inhibitort®®.
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Struktura demonstruje vysokou konzervaci katalytického jadra PPM rodiny, které
obsahuje centralni B-sendvi¢ s dvéma o-helixy na jedné strané a tfemi a-helixy na druhé strané.
V souladu se strukturami jinych fosfatas z PPM rodiny jsou v katalytickém jadie vazany dva
hotecnaté ionty koordinovany aminokyselinovymi fetézci a molekulami vody znazornénymi na

Obrazku 5°%.

E22

D314 W

Obrazek 5: Geometrie katalytického jadra s vazanymi dvéma hofecnatymi ionty (M1, M2, zelené koule).
Za vazbu iontl v katalytickém jadie jsou zodpovédné aminokyselinové fetézce D105, G106 (skrze karbonylovou
skupinu), D314, D366 a E22, D23, které vazou ionty nepiimo skrze tvorbu vodikovych vazeb s molekulami vody
(8ervené koule). Obrazek prevzat z*%. (PDB:8T2J)

Vyznamna je informace o flap doméné s B-smycCkou specifickou pro PPMID
(o vyznamu flap domény s B-smyckou je pojednévano v kapitole 1.3.2.3, str. 19). Naproti
strukturnim predikcim (vyuzZitim algoritmu Alphafold2) je B-smycka v krystalové struktufe
tvotena f-sklddanym listem nasledovanym a-helixem (viz Obrazek 6, panel A, B). Struktura
ale v této oblasti obsahuje n¢kolik mutaci (R250A, R258A, R259A), které mohou mit vliv na

konformaci B-smycky?®.

Zajimavym vystupem z této studie je pozorovani tvorby NOS mustku (z angl.
,»Nitrogen-Oxygen-Sulphur®) mezi Lys336 a Cys346 (viz Obrazek 6, panel C, D). Tvorba
takovych mustkii v proteinech je strukturnimi biology pozorovana jen kratce a jejich vliv na
funkci proteinli neni zcela objasnén. Predpoklada se, Ze k jejich tvorbé v bunikach dochézi
v reakci na oxidativni stres s cilem predejit nevratné oxidaci postrannich fetézcl cysteind.
Kinetickd méfeni mezi proteiny bez a s NOS mustkem neprokdzala vyrazny rozdil v katalytické
aktivité. Oba aminokyselinové fetézce jsou ale mezi savci a ptaky vysoce konzervovany, coz

miize nazna¢ovat jejich funkéni vyznam (protektivni ¢i alostericky)®®. Dalsi kapitoly shrnuji
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dosavadni informace o vyznamu jednotlivych usekii PPM1D a vychézeji ze strukturnich

predikci.

A Katalytické B

jadro - Y

Flap doména

Obrazek 6: Znazornéni duleZitych strukturnich prvki PPMI1D vychazejicich z krystalové struktury
katalytické domény PPM1D (PDB:8T2J). A) Porovnani experimentalni krystalové struktury PPM1D (Sed¢) se
strukturou predikovanou algoritmem Alphafold2 (modie). (B) Priblizeny pohled na superponovanou konformaci
B-smycky poukazuje na rozdily mezi strukturni predikci (modie) a experimentalni strukturou (Sed¢). (C)
Krystalova struktura katalytické domény PPMID se zvyraznénou pozici NOS mdustku, jehoz tvorba byla
v krystalové struktuie pozorovana. (D) Detailni pohled na NOS mustek mezi Lys336 a Cys346, ktery vytvari
spojeni mezi dvéma a-helixy (modfe a fialové). Prevzato z38.

1.3.2.2 C-terminalni doména

Proteinfosfatasa PPM1D je slozena z 605 aminokyselin. Sekvenci je mozno rozdélit na dve
hlavni subdomény. Vyrazné prostudovanéj$i casti je vysoce konzervovand N-termindlni
fosfatasovd doména (1-375) nésledovana méné¢ konzervovanou C-termindlni oblasti
(376-605). U sav¢ich orthologlh PPM1D je C-terminalni doména konzervovana pomérné dobie
s minimem podobnosti s ostatnimi izoformami z PPM rodiny***°, Naproti tomu je konzervace

C-termindlni domény u nesavcii vyrazné nizsi*°. Podle strukturnich predikci se jedna o vysoce
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nestrukturovanou oblast. V n¢kolika typech nddorti bylo pozorovano nékolik zkracenych
variant pravé na C-konci proteinu. Jednou z astych zkracenych variant je PPM1D1.410. I kdyZ
nebylo pozorovano, ze by protein s C-terminalni deleci vykazoval vys$si nebo nizsi aktivitu in
vitro, nékolik studii prokazalo, Ze takto zkraceny protein je v buiice stabilnéjsi, coz umoziuje

jeho akumulaci, a proto jeho bun&éna aktivita roste*!.

1.3.2.3 Flap doména a pantova oblast

Vzhledem k vysoké konzervaci katalytického jadra naptic¢ riznymi izoformami PPM fosfatas
je selektivni inhibice PPM1D (nebo jinych zastupcti z PPM rodiny) kompetitivnimi inhibitory
pomérné naroénym ukolem, a proto byla snaha objevit inhibitory vazajici se mimo katalytické
centrum, které by PPMI1D selektivné a efektivné inhibovali. Screeningem chemickych
knihoven byla objevena molekula GSK2830371, kterd vuci fosfatase PPMI1D vykazuje
vysokou specifitu a afinitu*?. Selektivita tohoto inhibitoru se stala hned oblasti zajmu, pii¢emz
studie zroku 2014 prokazala vazbu do alosterického mista mimo aktivni centrum enzymu
apolozila zéklad pro studium molekularniho mechanismu mozné inhibice PPMI1D*.
V literatufe se dnes toto misto oznacuje pojmem flap doména (z angl. ,flap* = mavat).
Konkrétné se timto pojmem oznacuje aminokyselinova sekvence 219-295 (viz Obrazek 4, str.
16). V ramci flap domény byl jesté diiv popsan aminokyselinovy tsek 235-268, ktery je bohaty
na bazické aminokyseliny a ktery je oznaCovan jako B-smycka. B-smycka je pro fosfatasu
PPMID vysoce specifickd. Predpoklada se, Ze tento kladné nabity sek se podili na vazbé
a rozeznavani zaporné nabité fosfatové skupiny!**. Vysoky obsah bazickych aminokyselin
v této oblasti také koresponduje s velkym vyskytem kyselych aminokyselin v okoli
fosforylovanych motivii substrati. Na B-smy¢ce je lokalizovana jedna ze dvou NLS sekvenci
(z angl. ,,nuclear localisation sequence®), kterd se nachazi v useku 247-KRPR-250 (druhd NLS
je pak piitomné na C-konci proteinu v useku 535-552)". Konformace flap domény a B-smy¢ky
je znazornéna na Obrazku 6 (str. 18, panel A, B) no je mozné ptedpokladat, ze pii vazbé

substratil zajima jiné, kompaktn&jsi usporadani’®,

Jak jiz nazev flap domény naznacuje, jednd se pravdépodobné o konformacné
heterogenni ¢ast proteinu. Pochopeni téchto konformacnich zmén a jejich disledkt pro aktivitu
enzymu muize byt mimo jiné zasadni také pro vyvoj dalSich inhibitori PPMID nebo
optimalizaci vlastnosti jiz znamych molekul (jako tieba GSK2830371). V poslednich letech
ptibylo n€kolik studii, které se konformaénim zménam flap domény a pochopenim mechanismu
inhibice PPM1D zabyvaji. Podle strukturni studie z roku 2022 se PPM1D v roztoku nachazi

v rovnovaze dvou konformacnich stavii, které jsou definovany pohyby flap domény**. PPM1D
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takto prechazi mezi aktivnim a neaktivnim stavem. Tento pfechod je zprostiedkovan diky
flexibilité ¢asti enzymu, kterou autofi studie oznacuji pojmem pantova oblast (z angl. ,,hinge
region‘). Dlllezitym zavérem této studie je také zjisténi, Ze za vazbu inhibitoru GSK2830371
neni zodpovédna flap doména, ale pravé tato nove identifikovana pantova oblast (usek
155-166), ktera je také vysoce specifickd pro PPM1D (viz Obrazek 7)**. Vazba GSK2830371
do této proteinové oblasti podle studie indukuje pohyb flap domény a zplisobuje posunuti

rovnovahy smérem k neaktivni formé enzymu**.

GSK2830371
a o} )CO
Qf@* 'y

Pantova oblast
(155-166)

Flap doména
(219-295)

Obrazek 7: Struktura fosfatasové domény PPMI1D predikovana algoritmem AlphaFold2 s moZnymi
vaznymi misty pro molekulu GSK2830371. Studie se mezi sebou lisi v pohledu na moznou vazbu inhibitoru

vvvvvv

Nov¢jsi studie z roku 2022 ale identifikovala novou specifickou oblast pro PPM 1D, tzv. pantovou oblast (modfe),
kterd ma byt za vazbu inhibitoru zodpovédna. Vazba inhibitoru do pantové oblasti podle této studie zpisobuje
konformacni zménu flap domény, coz vede k inhibici enzymu*. Zelené je na obrazku vyznacena smyc¢ka bohata
na prolin (30-99). Obréazek byl vytvofen v programu PyMol®.

1.3.2.4 Smycka bohata na prolin a posttranslaéni modifikace PPM1D

V katalytické doméné je pritomen jeste jeden, pro PPM1D specificky usek, ktery je oznaCovan
jako smycka bohat4 na prolin (déle jen Pro-smycka). Jednd se o tsek 30-99, a podobné¢ jako
C-terminalni ¢4st proteinu vykazuje nizkou urovei konzervace napii¢ organismy**. Strukturni
predikce naznacuji nizkou miru strukturovanosti a vysokou flexibilitu v této oblasti. Vyznam
této smycky pro aktivitu a funkci proteinu neni znam, ale nékteré studie prokazuji, Ze je v této
sekvenci lokalizovano nékolik mist, ktera v riznych fazich bunééného cyklu podléhaji
)6

fosforylaci (viz Obrazek 8, panel A, str. 22)*°. Dokonce vSechny dosud identifikovana
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fosforylovana (nebo potencidln¢ fosforylovand) mista v rdmci katalytické domény jsou

piitomnd na Pro-smyéce PPM1D*.

Studie z roku 2013 identifikovala 7 fosforylacnich mist v ramci katalytické domény
(T34, S40, S44, S46, S54, S85, S97, viz Obrazek 8, panel A, str. 22) a dalSich né¢kolik mist na
C-terminalni doméné& proteinu*®. Z nich Serd0 byl v této studii potvrzen jako piimy cil
CDKl1/cyklin B komplexu, ale z vysledki je zfejmé, Ze 1 zbyla mista béhem mitézy podléha;ji
fosforylaci. Samotné fosforylace na Ser40 nevedla ke signifikantni zmén¢ fosfatasové aktivity
v buiikach ale pii ostatnich fosforylovanych formach PPM1D byl zjevny vyznamny pokles
fosfatasové aktivity*®. Zavérem zminéné studie je, Ze béhem mitézy dochazi k rapidnimu
poklesu fosfatasové aktivity PPM 1D v buiikach, coz je disledkem dvou jevi, a to zvySené miry
proteosomalni degradace PPM 1D (skrze APC/C42° systém) v kombinaci s negativnim vlivem
fosforylace na enzymovou aktivitu. Vysledkem je tedy sniZeni celkové aktivity PPM1D
v bunikach. V tomto kontextu je ale dilezité zminit, ze vysledky tykajici se vlivu fosforylace na
fosfatasovou aktivitu enzymu publikované v této praci vychazeji z fosfomimikujicich mutaci
(ve kterych je fosforylované misto nahrazeno glutamatem), jejichz efekt ne vzdy musi souhlasit
s efektem skutec¢né fosforylace. Dllezitou informaci studie je i maximum hladiny PPM1D v G2

fazi, ktera ale pii vstupu bunék do mitdzy prudce klesa*®.

Jiz ze zminé&né studie (*°) je ziejmé, ze CDK1 neni jedinou kinasou regulujici bunéénou
aktivitu PPMI1D. Jind studie prokazala vztah mezi PPMI1D a HIPK2 kinasou vedouci
k fosforylaci PPMI1D na pozicich Ser54 a Ser85 (ob& mista byla identifikovana 1 ve vySe
zminéné studii*®)*’. Jak zminuje kapitola 1.1 (str. 10), v reakci na poskozeni DNA se spousti
signalni draha, kterd vede kromé jiného k fosforylaci kinasy HIPK2 kinasou AMPKa2, coz
vede k rozpadu komplexu HIPK2/PPMID a tedy k celkové stabilizaci PPM1D, ktera ma svou
aktivitou umoznit ndvrat buniky do ptivodnich, nestresovych podminek*’. Fosforylace na Ser54
a Ser85 je dulezitd pro udrzovani nizké hladiny PPM1D za normalnich nestresovych podminek
skrze proteosomalni degradaci zprostiedkované pravé diky témto fosforylacim. Pro pozorovani

zvy$ené ubikvitinylace sta¢i dokonce fosforylace jenom jednoho ze dvou fosforylaénich mist*’.

Vliv zbyvajicich identifikovanych fosforyla¢nich mist na PPM1D dosud nebyl piesné
objasnén. Zavérem lze shrnout, Ze i pfes absentujici strukturni informace o Pro-smycce
specifické pro PPM1D se zd4, ze se jedna o funkéné dilezitou oblast, kterd v buiice podléha
fadé posttranslacnich modifikaci, které vyraznym zplisobem ovliviiuji jeji aktivitu (viz Obrazek

8, panel B, str. 22).
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Obrazek 8: Schematické znazornéni fosforylacénich mist identifikovanych v ramci katalytické domény
PPMI1D (A). Vyskyt fosforylace se poji se snizenim fosfatasové aktivity PPM1D v burice. To mtze byt vysledkem
vice jevi (B). Neékteré studie prokazaly zvySenou proteosomalni degradaci PPMI1D v dusledku fosforylace.
Fosforylace na zminénych mistech muze také vést ke zméné konformace PPM1D, ¢ehoz disledkem mize byt
snizena nebo zadna fosfatasova aktivita. Jednim ze scénart vysvétlujicich regulaéni vliv fosforylace je vazba
regulacnich proteintl, vysledkem které miize byt modifikace proteinové konformace, nebo stinéni vazebného mista
pro substrat. Obrazky byly vytvofeny v internetovém programu Biorender.com.

1.3.3 Substratové spektrum PPM1D - specifita, fyziologické substraty, vyznam
Substraty proteinfosfatasy PPM1D jsou charakterizovany specifickymi sekven¢nimi motivy,
pro které je typicka nizka evolu¢ni konzervace, vysoké zastoupeni vnitin€ nestrukturovanych
tsekd, ¢ vysoky obsah kyseliny glutamové*®. Mnoho z t&chto substratii obsahuje domény
véazajici DNA/RNA a podileji se na opravé DNA. Konkrétni zptisob, jakym fosfatasa PPM1D
rozeznava své substraty neni objasnén, ale tyto substraty sdileji dva sekvenéni motivy, které
byly identifikovany jako specifické substraty pro PPM1D. Jednim z té€chto motivi je pS/pTQ,
druhym je pTXpY (viz Obrazek 9, panel B, str. 24)!3%48,

1.3.3.1 pS/pTQ sekvenéni motiv

Fosforylace proteinti na tomto sekvenénim motivu je disledkem signalnich kaskad ATM/ATR
kinas (viz Obrazek 9, panel A, str. 24). Jednd se zejména o proteiny v ramci drah vedoucich
k opravé DNA. PPMID je skrze jejich defosforylaci antagonistou vii€i témto procestim, a to
hned na nékolika Grovnich (viz Obrazek 1, str. 11). Nicméné, bylo ukazéno, ze pouze tfetina

fosforylovanych proteinli s timto motivem je fosfatasou PPM1D opravdu defosforylovana,
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a tak zlistavd nezodpovézenou otazkou, jakym zptisobem PPMID rozeznava své substraty.
Odpoveéd bunék na poskozeni DNA silné zavisi na aktivité fosfatidylinositol-3-kinasové rodiny
kinas ATM, ATR a DNA-PK (viz Obrazek 1, str. 11)*. Jak je zminé&no v kapitole 1.1 (str. 10),
fosforylace je v této draze klicovym aktivacné-regulaénim prvkem, a proto je defosforylace
zucCastnénych proteinti pro regulaci kaskady mimotadné dalezita. PPM1D defosforyluje ATM
kinasu na pozicich Ser1981 a Ser365, ¢imz snizuje jeji aktivitu>’. Dal§imi substraty pro PPM1D
jsou Chk1 (Ser345), Chk2 kinasa (Thr68) a H2AX (Ser139)>'%¢. Drahy, kterych se Gi¢astni tyto
proteiny vedou k fosforylaci p53, ktery je efektorovym proteinem této kaskady. PPM1D takeé
piimo negativné reguluje p53 skrze defosforylaci na pozici Serl15°®. Vyznamnym negativnim
regulatorem p53 je i1 ubikvitinligasa Mdm2, kterd je v disledku kaskady také fosforylovana,
¢ehoz vysledkem je snizZeni jeji aktivity. Fosfatasa PPM 1D defosforyluje Mdm2 (Ser395), ¢imz

jeji aktivitu obnovuje®’-.

1.3.3.2 pTXpY sekvenéni motiv

Dosud byly s timto motivem identifikovany dva fyziologické substraty, a to kinasa p38 MAPK
a uracil-DNA-glykosylasa 2 (UNG2). p38 MAPK byl vlibec prvni identifikovany substrat
PPMID a v bunice se podili na regulaci p53 jeho fosforylaci na pozici Ser33 a Ser46 a tim i na
procesech vedoucich k opravé DNA. p38 MAPK je aktivovana fosforylaci na pozicich
Thr180 a Tyr182 diky kinasam MKK4/6 (z angl. ,,MAP kinase kinase 4/6*)®°. Fosfatasa
PPMID inaktivuje p38 MAPK defosforylaci na pozici Thr180, ¢imz také nepiimo reguluje
aktivitu p53%.

Pozd¢ji byl identifikovan dalsi substrat s timto motivem, kterym je UNG2. Tento enzym
se podili pfimo na opravé DNA v procesu excizni reparace bazi a jeho aktivita v buiice se
zvySuje po expozici bun¢k UV zafenim. UV zafenim vyvoldna fosforylace UNG2 na pozici
Thr6 a Thr126 skrze MKK kinasy vede k aktivaci UNG2. PPM1D se podili na regulaci
mechanismii opravy DNA defosforylaci UNG 2 na pozici Thr6°!.

Pti in vitro métenich vykazuje fosfatasa PPM1D aktivitu i viici monofosforylovanému
substratu (pTXY) s konstantou substratové specifity (kca/Km) 6-8 krat nizS§i nez pro
difosforylované substraty (pTXpY)*’. Konkrétni aminokyselinové slozeni pied a za timto
motivem podle kinetickych studii nehraje pti specifit¢ PPM1D roli, ale pro rozeznani takového
peptidu je dulezitd pritomnost sekvence dlouhé alespont 5 aminokyselin. Optimalni substrat
s timto motivem je ten, ve kterém X je jakakoliv alifatickd aminokyselina. Naopak inhibi¢ni
schopnost vykazuji peptidy s motivem pSI/VpY. I kdyz bylo identifikovano mnoho proteint
s riznymi fosforylovanymi motivy, fosforylovany protein s timto motivem (pSI/VpY) dosud
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identifikovan nebyl. Endogenni inhibitory s timto motivem zfejmé neexistuji, nékolik praci se
ale zabyva studiem cyklickych peptidl s timto sekvenénim motivem za ucelem selektivni

inhibice fosfatasy PPM1D?*%2,

A B

ey O p53 MEEPQSDPSVEPPLpSQETFSDLWKLLPENN

bun&ény sires Chk1 SPSYIDKLVQGISFpSQPTCPDHMLLNSQLL
chk2 HSSSGTLSSLETVSpTQELYSIPEDQEPEDQ
Mdm2 KITQASQSQESEDYpPSQPSTSSSIIYSSQED
MdmX CNSVEFLDLAHSSEpSQETISSMGEQLDNLS
XPA LKLQIVKRSLEVWGPSQEALEEAKEVRQENR
XPC AGGGLSSDEEEGTSpSQAEAARI LAASWPQN
ATM MDDQEKRSLAFEEGPSOSTTISSLSEKSKEE
p38 MAPK ADEEMpTGRYVATRWYRAPEIMLNWMHYNQTY
UNG 2 MIGQKpPTLPYSFFSPSPARKRHAPSPEPAVQG

Obrazek 9: Substratové spektrum proteinfosfatasy PPM1D. A) Schematické znazornéni DDR signalni drahy
s vyznacenymi substraty fosfatasy PPM1D. Defosforylace téchto (a jinych) proteind vede k destabilizaci p53
a dysregulaci celé kaskady. B) Sekvencni porovnani motivii rozeznavanych PPM1D. Proteinfosfatasa PPM1D
rozeznava dva sekvenéni motivy (pSQ, resp. pTXpY). Ze sekvencniho porovnani je vidét zvySeny obsah
glutamové kyseliny (modfe) v okoli fosforylované aminokyseliny. Mnohokrat se jedna o nestrukturované useky
proteintl, pro které je fosforylace klicovym zpisobem regulace. Obrazky byly vytvofeny v internetovém programu
Biorender.com

1.3.4 Proteiny interagujici s fosfatasou PPM1D

Krom¢ proteinkinas, které se podle novéjSich studii podileji na regulaci aktivity PPM1D skrze
fosforylaci (viz kapitola 1.3.2.4, str. 20), se ziejmé jeji regulace Gcastni i jiné, enzymove
neaktivni proteiny, jejichZ regula¢ni aktivita spo¢iva ve vazb€ na své vazebné partnery. Takova
proteinova ,,leSeni se v signalnich kaskadach objevuji bézn¢ a studium téchto interakci ma
proto velky vyznam. Studium molekul, které takovéto protein-proteinové interakce narusuji

mize byt vyznamnym krokem v 1é¢bé€ nemoci.

Jak bylo zminéno vySe (viz kapitola 1.3.2.4, str. 20), nékteré proteinkinasy svou
aktivitou zfejmé& negativné reguluji fosfatasovou aktivitu PPM1D a tim pfispivaji k Sifeni
signdlu napt. i pti poskozeni DNA***7. Tento zasah do aktivity PPM1D se v buiice projevuje
zvySenim hladiny fosforylovanych substrati. Naproti tomuto jevu byl identifikovan protein
LZAP (z angl. ,leucine-zipper-containing ARF-binding protein‘), jehoZ exprese a funkce
naopak souvisi s vyraznym poklesem hladiny fosforylace u vice proteinii (Chk1/2, p38 MAPK,
Mdm2 aj.)%%*. Az pozdéji ve studii z roku 2016 byla imunochemickymi metodami prokézana
interakce LZAP s fosfatasou PPM1D vedouci ke zvyseni aktivity PPM1D®. Zajimavym
zjisténim je 1 fakt, ze LZAP krom& PPM1D vaze 1 jeji substraty, coz vede k hypotéze, Zze LZAP

muze vtomto ohledu slouzit jako leSeni zprostiedkovavajici interakci PPMID se
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63.6566 " Nicméné, Zadnou ztdchto interakci se zatim biofyzikalnimi metodami

substraty
nepodafilo popsat a tedy zplsob, jakym LZAP reguluje aktivitu PPMID zGstava dosud

neznamy.

Protein-proteinovymi interakcemi lidskych proteinfosfatas se vyuzitim kvantitativni
afinitni proteomiky vénuje studie zroku 2017%. Prace identifikovala pro PPM1D nékolik
novych interak¢nich partnerti, mezi kterymi se nachazi i protein 14-3-3 B (data k této interakci
byla soucasti ptilohy studie). 14-3-3 proteiny se na nékolika trovnich mimo jiné ucastni
i regulace p53 (interakcemi s jeho regulatory, ¢i pifimo vazbou na p53)%. Proteiny 14-3-3 jsou
homodimerni proteiny, které¢ v buitkdch rozeznavaji fosforylované motivy. Vazbou na své
interak¢ni partnery moduluji jejich aktivitu, schopnost tvorby komplexi, ¢i lokalizaci v butice

(viz Obrazek 10, str. 2522)%.

A: Pfima modulace struktury cilového proteinu D: Indukce exportu z jaddra vazbou na NLS

d—__h‘\\- - --.(:. ;\ " ;\ _I
< -

B: Blokovaninebo zprostfedkovaniprotein-proteinovych interakci -

B
\r | )
i %C J? w

C: Blokovaninebo zptistupnéni ubikvitinylacniho mista

Jadro
Cytoplasma

E: Blokovaniimportu do jadra vazbou na NLS

<)

|: \m

Cytoplasma

Obrazek 10: Schematické znazornéni role proteini 14-3-3 v regulaci proteinu. Proteiny 14-3-3 katalytickou
aktivitu postradaji. Jejich Cinnost je zaloZena na vazbé jinych proteint, ¢ehoz disledkem miize byt: piima
modulace struktury vazebného partnera (A), ktera se projevi v jeho bunécné aktivité; blokovani nebo naopak
umoznéni tvorby protein-proteinovych komplexid (B); regulace proteinii skrze umoznéni nebo zabranéni
ubikvitinylace (C), nebo napiiklad vliv na lokalizaci proteinti v buiice (D, E).
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2 Cile

Byly stanoveny cile diplomové prace:

e Optimalizace heterologni exprese proteinového konstruktu PPM1D NTD v bunkach
E. coli

e Optimalizace purifikacniho protokolu pro proteinovy konstrukt PPM1D NTD

e Piiprava vaznych partnerit PPM1D (LZAP, p38 MAPK vcetné fosforylované formy p38
MAPK) a ptiprava katalyticky neaktivni mutantni formy PPM1D NTD D314A

e Biochemickd a strukturni charakterizace pfipraveného proteinového konstruktu

PPMIDNTD

e Studium vlivu proteinu LZAP na aktivitu PPM1D NTD

e Studium vlivu proteint 14-3-3 na aktivitu PPM1D NTD
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

AKTAprime GE Healthcare, USA

centrifuga HERMLE Z323K Hermle, Némecko

centrifuga 5804 R (rotor A-4-44) Eppendorf, Némecko

centrifuga SIGMA 8K (rotor 12510-H) Sigma, USA

centrifuga Rotina 420 R Hettich, SV}'/éarsko

inkubator HT Multitron Infors, SV}'Icarsko

inkubator Shaking Incubator NB-205 N-Biotek, Korea

peristalticka pumpa IDEX Health & Science, Svycarsko
pH-metr JENWAY 3505 P-LAB, Cesko

Sonicator3000 Misonix Cole-Parmer, USA

spektrofotometr NanoDrop Thermo Fisher Scientific, Inc., USA

spektrofotometr The Infinite™ 200
termoblok
termocyklér TProfessional Basic

transluminator Fusion Solo S

TECAN, Group Ltd., Svycarsko
Grant, UK
Analytik Jena, Némecko

Vilber, Francie

zdroj pro horizontalni agarosovou elektroforézu Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

zdroj pro SDS-PAGE elektroforézu Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

3.2 Ostatni material a pomucky

aparatura pro elektroforézu Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

dialyza¢ni membriany (MWCO = 14 kDa) SERVA, Némecko

E.coli kmen BL21(DE3) Stratagene Corporation, USA
E.coli kmen DHS5a. Stratagene Corporation, USA
filtry SPARTAN 13/0,45 RC GE Healthcare, USA
Chelating Sepharose Fast Flow GE Healthcare, USA
Kolona MBPTrap™ HP GE Healthcare, USA

kolony pro gelovou permeacni chromatografii GE Healthcare, USA

kolona HiTrap SP GE Healthcare, USA

kolonka pro niklovou chelata¢ni chromatografii Bio-Rad Laboratories, USA
koncentratory Amicon Ultra EMD Millipore, USA
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3.3 Pouzité chemikalie

Agilent, USA
PfuUltra HF DNA polymerase, 10xPfuUltra Reaction buffer

Carl Roth, Némecko

agarosa, DTT, akrylamid, bisakrylamid, bromfenolova modf, EDTA, chlorid sodny, chlorid draselny,
imidazol, MgCl, - 6 H>O, Tris, TEMED, LB agar, LB médium, glycin, lysozym, ROTI® Mark
TRICOLOR, kyselina borita

Fisher Scientific, USA
para-nitrofenylfosfat

Geneaid, Taiwan
High-Speed Plasmid Mini Kit

Lachema, CR
glycerol, Coomassie Briliant Blue R 250, isopropanol, kyselina chlorovodikova, methanol

New England Biolabs, USA
Dpnl, 1 kb DNA ladder, 5xkoncentrovany vzorkovaci pufr

Nippon Genetics, Némecko
Midori Green Advance DNA Strain,

Penta, CR
ethanol, ethanol pro UV spektroskopii, hexahydrat siranu nikelnatého, dihydrogenfosfore¢nan
draselny, dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, hydroxid sodny

Sigma Aldrich, USA
ampicilin, APS, SDS, IPTG, PMSF, B-merkaptoethanol, mutagenézni ,,primery*, ATP, Malachite
Green Phosphate Assay kit MAK307, DMSO, proteinkinasa B, BSA, TCEP, HEPES

Thermo Scientific, USA
dNTPs
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3.4 Pouzité roztoky

Tabulka 1: Slozeni 1*koncentrovaného lyzacniho pufru pro pripravované proteiny. Uvedeno je tedy
vysledné slozeni pufiii v bunécné suspenzi. V pripade proteinu LZAP je slozeni 1 xkoncentrovaného

lyzacniho pufru shodné se slozenim vazného pufru pro amylosovou afinitni chromatografii.

PPMI1D NTD PPMI1D NTD D314A LZAP p38 MAPK
1xPBS (pH =17,5) 1xPBS (pH=17,5) 50mM Tris (pH=17,5) | 50mM Tris (pH =7,5)
500mM KC1 500mM KCl 200mM NaCl 500mM NaCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
SmM B-ME SmM B-ME ImM EDTA 2mM B-ME
20mM imidazol 20mM imidazol ImM DTT 20mM imidazol

Tabulka 2: Slozeni vazného pufru pro niklovou afinitni chromatografii pro purifikované proteiny.

PPMI1D NTD PPM1D NTD D314A p38 MAPK
1xPBS (pH =17,5) 1xPBS (pH =17,5) 50mM Tris (pH = 7,5)
500mM KC1 500mM KCl 500mM NaCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
2mM B-ME 2mM B-ME 2mM B-ME
20mM imidazol 20mM imidazol 20mM imidazol

Tabulka 3: SloZzeni promyvaciho pufiru pro niklovou afinitni chromatografii pro purifikované proteiny.

PPMI1D NTD PPM1D NTD D314A p38 MAPK
1xPBS (pH =7,5) 1xPBS (pH =7,5) 50mM Tris (pH = 7,5)
500mM KCl 500mM KCl 500mM NacCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
2mM B-ME 2mM B-ME 2mM B-ME
60mM imidazol 60mM imidazol 40mM imidazol

Tabulka 4: Slozeni elucniho pufru pro niklovou afinitni chromatografii pro purifikované proteiny.

PPM1D NTD PPM1D NTD D314A p38 MAPK
1xPBS (pH = 8,0) 1xPBS (pH = 8,0) 50mM Tris (pH = 8,0)
500mM KC1 500mM KC1 500mM NaCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
2mM B-ME 2mM B-ME 2mM B-ME
250mM imidazol 250mM imidazol 150mM imidazol
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Tabulka 5: Slozeni dialyzacniho pufru pro reverzni afinitni chromatografii pro proteiny PPM1D NTD,

PPMID NTD D314A.
PPMI1D NTD PPM1D NTD D314A
1xPBS (pH =17,5) 1xPBS (pH =7,5)
0,5M KCl 0,5M KCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
2mM B-ME 2mM B-ME
20mM imidazol 20mM imidazol

Tabulka 6: Slozeni dialyzacniho pufru pro gelovou permeacni chromatografii pro pripravované

proteiny.

p38 MAPK LZAP PPM1D NTD PPMI1D NTD D314A
50mM Tris (pH="7,5) | 50mM Tris (pH = 7,5) | 50mM Tris (pH="7,5) | 50mM Tris (pH = 7,5)
- - 175mM KCl 175mM KCl
200mM NaCl 200mM NaCl 25mM NaCl 25mM NaCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
2mM B-ME ImM DTT 2mM B-ME 2mM B-ME
10mM MgCl, ImM EDTA 10mM MgCl, 10mM MgCl,

Tabulka 7: Slozeni dialyzacniho pufru pro kationtové vyménnou chromatografii.

Latka Koncentrace
Tris (pH 7,0) 50 mM
KCl 40 mM
Glycerol 10 % (w/v)
B-ME 5mM
MgCl, 10 mM

Tabulka 8: Slozeni elucniho pufiru pro kationtové vyménnou chromatografii.

Latka Koncentrace
Tris (pH 7,0) 50 mM
KCl 1M
Glycerol 10 % (w/v)
B-ME 5 mM
MgCl, 10 mM
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Tabulka 9: Slozeni pufrii pro gelovou permeacni chromatografii pro pripravované proteiny.

PPM1D NTD PPM1D NTD D314A LZAP p38 MAPK
50mM Tris (pH=7,5) 50mM Tris (pH=7,5) | 50mM Tris (pH=7,5) | 50mM Tris (pH=7,5)
175mM KCl 175mM KCl - -
25mM NaCl 25mM NaCl 200mM NaCl 200mM NacCl
10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v) 10% glycerol (w/v)
ImM TCEP ImM TCEP ImM TCEP ImM TCEP
10mM MgCl, 10mM MgCl, ImM EDTA 10mM MgCl,

Tabulka 10: Slozeni pufirii pro separacni SDS-PAGE gel.

Slozka Objem (ml)
Tris-HCI (1,5M; pH 8,8) 75,0
SDS (10%) (wh) 4,00
Destilovana voda 21,0

Tabulka 11: Slozeni pufii pro zavadeéci SDS-PAGE gel.

Slozka Objem (ml)
Tris-HCI (1M; pH 6,8) 50,0
SDS (10%) (w/v) 4,00
Destilovana voda 46,0

Tabulka 12: Slozeni 5 xkoncentrovaného vzorkového pufru.

Latka (zasobni roztok) Objem [ml]
Tris-HCI (1M; pH 6,8) 0,6
glycerol (50% vodny roztok) (w/v) 5
p-ME 0,5
bromfenolova modf (1% vodny roztok) (w/v) 1
SDS (10% vodny roztok) (w/v) 2
destilovana voda 0.9

Tabulka 13: Slozeni 10 xkoncentrovaného elektroforetického SDS-PAGE pufru (destilovanou vodou
doplnéno na 1 litr).

Latka (zasobni roztok) Hmotnost [g]
Tris 30
SDS 10
glycin 144
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Tabulka 14: Slozeni barviciho roztoku (destilovanou vodou doplnéno na 1 litr).

Latka (zasobni roztok) MnozS$stvi
methanol 450 ml
Coomassie Brilliant Blue R 250 1lg
Kyselina octova 100 ml

Tabulka 15: Slozeni fosfatasového pufiu.

Latka Koncentrace (mM)
HEPES (pH =17,5) 20
KCl 175
NaCl 25
TCEP 0,1
Tabulka 16: Slozeni SAXS pufru.
Slozka Koncentrace
Tris (pH =17,5) 50 mM
KCl 175 mM
NaCl 25 mM
TCEP 1 mM
MgCl, 10 mM
Glycerol 3% (whv)
Tabulka 17: Slozeni PK A fosforylacniho pufru.
Slozka Koncentrace
HEPES (pH =17,5) 20 mM
NaCl 150 mM
DTT 5mM

Tabulka 18: Slozeni MKKG6 fosforylacniho pufiu.

Slozka Koncentrace (mM)
Tris (pH = 17,5) 50
NaCl 200

TCEP

1




Tabulka 19: Slozeni 10xkoncentrovaného TBE pufru pro nativni TBE elektroforézu (Destilovanou
vodou doplnéno na 0,5 1).

Latka (zasobni roztok) Hmotnost [g]
Tris (pH = 8,3) 54 ¢
kyselina borita 275¢

0,5 M EDTA (pH = 8,0) 20 ml

Tabulka 20: Slozeni 5 xkoncentrovaného vzorkovaciho pufiru pro nativni TBE elektroforézu.

Latka (zasobni roztok) Objem [ml]
10x TBE pufr (pH = 8,3) 1
1% bromfenolova mod¥ (w/v) 1
glycerol 3
destilovana voda 5

Tabulka 21: Slozeni 10xkoncentrovaného TAE pufiu pro horizontdalni agarosovou elektroforézu
(destilovanou vodou doplnéno na 1 1).

Latka (zasobni roztok) MnozZstvi
Tris (pH = 8,3) 485 ¢
Kyselina octova 11,4 ml
EDTA 3,7¢
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3.5 Metody

Vsechna méfeni v této diplomové praci byla provadéna s proteinovym konstruktem
PPMI1Di397 S44R a pro piehlednost je tento konstrukt v této praci oznacovan jako
PPM1D NTD (PPMID N-Terminalni doména). Sekvence proteinového konstruktu PPM1D

NTD je uvedena v Ptiloze 1.

3.5.1 PCR vnasejici mutaci

Pro cilené¢ zavedeni mutaci do genu kédujiciho cilovy protein je mozno vyuzit polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Princip takové mutageneze spociva v navrhnuti dvojice navzdjem
komplementarnich oligonukleotidovych sekvenci (tzv. ,,primera*), které ve své sekvenci maji
zménén triplet odpovidajici mutované aminokyseling. Mutagenézni ,,primery* slouzi pak DNA
polymerase jako zacatek pro syntézu novych vlaken DNA. Timto zpisobem vznikaji kopie
linearizovaného plasmidu nesouciho gen se zavedenou mutaci. Templatem pro PCR je plasmid
ziskany amplifikaci v bunikach E. coli. Takto ziskany plasmid je methylovan a proto ho po PCR
reakci dokdzeme selektivné odstranit vyuzitim restrikéniho enzymu Dpnl. Amplifikovany
mutovany plasmid je pak transformovan do E. coli, kde je ligovan a amplifikovan a posléze

izolovan.

Pro ucely méteni fosfatasové aktivity bylo nutné ptipravit katalyticky neaktivni protein
PPM1D NTD D314A, ktery slouzil jako negativni kontrola. Templatem pro mutagenezi byl
konstrukt TRX-PPM1D NTD (ve vektoru pst39)’°. Na zikladé DNA sekvence proteinového
konstruktu ziskané sekvenaci byla navrZena dvojice mutagenéznich ,,primeri*, ve kterych byl
triplet kodujici Asp314 nahrazen tripletem kodujicim Ala (viz Tabulka 22).

Tabulka 22: Sekvence navrzienych mutagenéznich , primeri“. Cervené jsou vyznaceny triplety
odpovidajici mutované aminokyseliné.

Oligonukleotid Sekvence (ve sméru 5" —3")
Pfimy mutagenezni ,,primer* GTA TAT TAT ATT GGG GAG TGC TGG ACT TTG GAA TAT GAT TCC
Zpétny mutagenezni ,,primer* GGA ATC ATA TTC CAA AGT CCA GCA CTC CCC AAT ATA ATA TAC

Byla pfipravena reakéni smés o objemu 50 ul (sloZeni reakéni smési viz Tabulka 23,
str. 35). Vlastni PCR reakce pak probihala v termocykleru TProfessional (Analytik Jena) podle
programu uvedeném v Tabulce 24 (str. 35). Parametry PCR reakce museli byt nekolikrat
optimalizovany, pro piehlednost je uveden finalni PCR protokol. Parametrim, které musely byt

v ramci optimalizaniho procesu upraveny je vénovana vysledkova cast této diplomové prace.
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Tabulka 23: Slozeni reakcnich smési pro PCR vndSejici mutaci. Byly pripraveny dvé reakcni smési,
jedna s obsahem DMSO, druha bez obsahu DMSO.

Latka Objem (ul)
dH20 374 35.9
10x,,PfuUltra Reaction buffer* 5 5
10mM dNTP 1 1
10pM piimy primer 2,5 2,5
10uM zpétny primer 2,5 2,5
TRX-PPM1D NTD (cDNA 80 ng/pl) 0,6 0,6
Pfu Ultra HF DNA polymerasa 2.5 U/pl 1 1
DMSO - 1,5

Tabulka 24: Finalni parametry programu pro reakci PCR pouzité pro zavedeni mutace D3 14A.

Pocet opakovani Krok Teplota Cas
1x 1 95 I m
2 95 30s
30x 3 58 1 min
4 68 6 min
1x 5 68 10 min
1x 6 4 0

Ptitomnost vzniklého produktu byla ovéfena agarosovou horizontalni elektroforézou
(postup viz kapitola 3.5.1.1). K reakéni smési bylo pak ptidano 1,5 ul Dpnl a smés byla
inkubovéna 2 hodiny pfi teploté 37 °C. Po této dobé byly z této smési odebrany 3 ul pro
transformaci do bunék E. coli DH5a. Z vybranych kolonii byly pfipraveny no¢ni bakterialni
kultury, ze kterych byla plasmidova DNA izolovana vyuzitim komeréné zakoupeného kitu
(High-Speed Plasmid Mini Kit, Geneaid). Pfitomnost mutace v izolované DNA byla ovéfena
Sangerovou sekvenaci v spolecnosti Eurofins Genomics (postup transformace a pfipravy nocni

bakterialni kultury viz kapitola 3.5.2.1, str. 36).

3.5.1.1 Agarosova horizontalni elektroforéza

K separaci a nasledné vizualizaci separovanych molekul DNA se vyuZziva horizontalni
agarosova elektroforéza. Jeji princip spociva v separaci DNA na zdklad¢ rtizné mobility
v elektrickém poli. Molekuly DNA nesou zaporni naboj a v elektrickém poli migruji smérem

ke kladné nabité anod€ a separace tak probiha na zaklad¢ jejich velikosti (ale i tvaru).

Bylo ptipraveno 40 ml 1% agarosového gelu rozpusténim 0,4 g agarosy v 40 ml
I xkoncentrovaného TAE puftru (sloZeni zasobniho 10xkoncentrovaného TAE pufru je uvedeno

v Tabulce 21, str. 33). Po mirném ochlazeni bylo k této smési ptfidano 1,6 pl barviva Midori
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Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics). Toto fluorescencni barvivo se vaze na DNA
a po excitaci UV zéfenim umoziuje vizualizovat separované molekuly DNA. Roztok byl nalit
do elektroforetické vanicky a 30 minut ponechan k ztuhnuti. Vzorky nandSené na gel byly
piipraveny smichanim PCR reakcni smési (po probéhlé reakci) se vzorkovym pufrem v poméru
5:1 (celkovy objem 30 ul). Elektroforéza probihala v 1xkoncentrovaném TAE pufru (pH =8,3;
slozeni 10xkoncentrovaného TAE pufru viz Tabulka 21, str. 33) po dobu 45 minut pfi vykonu
100 V. Jako standard byla pouzita komeréné dostupna smeés DNA fragmentii 1kb DNA ladder-
Sigma (New England Biolabs). DNA produkty mutagenézni PCR byly vizualizovany pomoci

transiluminatoru (Fusion Solo S, Vilber).

3.5.2 Exprese proteinu v E. coli

V ramci této diplomové prace bylo exprimovano nekolik proteinovych konstruktl, pro které
byly zvoleny rizné expresni podminky (PPM1D NTD, PPM1D NTD D314A, LZAP, p38
MAPK). Pro vétsi ptehlednost je postup proteinové exprese zobecnén a pro jednotlivé proteiny

blize charakterizovan v Tabulce 25 na konci kapitoly 3.5.2.2 (str. 38).

3.5.2.1 Transformace bunék E. coli

Vneseni plasmidu do bakteridlnich bunék v laboratofi probiha procesem transformace. Je
n¢kolik postupt transformace, kterymi Ize do bun€k vnést plasmid s cilovym genem. Pro tyto
ucely se pouzivaji tzv. kompetentni buiiky. Kompetence je vlastnost bun€k piijimat cizorodou
DNA. Kompetentni buiiky podléhaji specialni kultivaci, ktera zvySuje prostupnost jejich
bunéénych stén. Prostupnost cytoplazmatické membrany je zvySena napfi. teplotnim Sokem,
elektroporaci apod. (podle toho, ¢i jsou bunky piipraveny jako chemokompetentni c¢i

elektrokompetentni apod.).

Chemokompetentni bunky E. coli BL21 (resp. DH5a pfi amplifikaci plasmidu) byly
pomalu rozmrazeny na ledu. K 40 ul bakterialnich bun¢k byl pfidan 1 pl plasmidu (koncentrace
uvedeny v Tabulce 25, str. 38) nesouciho gen pro proteinovy konstrukt (pfipravované
proteinové konstrukty a odpovidajici vektory pouzité k transformaci jsou uvedeny v Tabulce
25, str. 38). Takto pfipravend transformacni smés byla inkubovdna 30 minut na ledu. Po
uplynuti 30 minut byla mikrozkumavka s transformacni smési pfenesena z ledu do vodné 1azné¢,
kde byla ponechéana k inkubaci pti 42 °C po dobu 45 sekund. Vlastni transformace prob¢hla
naslednym teplotnim Sokem, pii kterém byla transformacni smés prudce schlazena pfenesenim
z 42 °C na led. Zhruba po dvou minutdch bylo k transformaéni smési piidano 430 ul LB média
(temperovano na 37 °C, bez antibiotik) a vyslednd smés byla alespoii po dobu 30 minut

inkubovana v termobloku pii 37 °C. Bunétna suspenze o objemu 200 pl byla nanesena na
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agarovou misku s ampicilinem (o vysledné koncentraci 100 pug/ml, agarové misky byly
pripraveny Bc. Gabrielou Kocarovou) a misky byly inkubovany dnem vzhiiru pies noc pfti
teplote 37 °C. Druhy den po transformaci byly pomoci sterilni $picky z misek vybrany kolonie,
které¢ byly inokulovany vzdy do 5 ml LB média s ampicilinem (o vysledné koncentraci
100 pg/ml). Bunky byly v tfepace Shaking Incubator NB-205 (Infors) kultivovany pies noc
pii 37°C, 200 RPM. Tato noc¢ni kultura pak piedstavovala vychodiskovy bod pro

velkoobjemovou proteinovou expresi.

3.5.2.2 Proteinova exprese

Exprese proteinli probihala v buiikach E. coli BL21, které obsahuji DE3 element pro T7 RNA
polymerasu, jejiz exprese je fizena /lac operonem (expresni vektory pro cilové proteiny totiz
obsahuji T7 promotor/T7 terminator). Exprese cilového proteinu je v takovém systému
zahdjena ptidanim isopropyl-f-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG, strukturni analog allolaktosy
spoustéjici uvolnéni lac represoru). To vede ke zvySeni exprese T7 RNA polymerasy, ktera
rozeznava T7 promotorovou sekvenci v pouzitém vektoru a tim padem spousti expresi cilového

proteinu.

Do Erlenmeyerovy baiky s 900 ml LB média byl pfidan roztok ampicilinu (vysledna
koncentrace ampicilinu 100 pg/ml). Do tohoto objemu LB média s antibiotikem bylo ptidano
vzdy 5 ml no¢ni kultury, kterd byla pfipravena postupem uvedenym vyse (viz kapitola 3.5.2.1,
str. 36). Buiiky byly kultivovéany pii 37 °C a 190 RPM (HT Multitron, Infors) do doby, kdy
naméfend ODsoo nedosahla hodnoty 0,6-0,8. Po jeji dosazeni byla teplota sniZena a do
bakterialnich kultur byl pfidan IPTG pro indukci proteinové exprese (konkrétni expresni
podminky pro pfipravované proteiny jsou uvedeny v Tabulce 25, str. 38). Kultura byla po
ptfidani IPTG inkubovana pii zvolené teploté pies noc (190 RPM). Na druhy den byly narostlé
buniky prevedeny do litrovych kyvet. Kyvety byly vyvaZzeny a pii otackach 2073xg a teploté
4 °C centrifugovany po dobu 20 minut (Sigma 8K, rotor 12510-H, Sigma). Supernatantni ¢ast
byla odstranéna a pelet resuspendovan v roztoku 20mM Tris (pH 7,5; 25 ml/pelet z 900 ml LB
média). Resuspendované bunky byly pfevedeny do 50ml zkumavek, ve kterych byly zamrazeny
a uchovavany pii teploté¢ -80 °C. V ptipadé¢ PPM1D NTD bylo nutno expresni podminky

optimalizovat, v Tabulce 25 (str. 38) jsou ale pro ptehlednost uvedeny finalni podminky.
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Tabulka 25: Parametry exprese proteinovych konstruktit pripravovanych v ramci této diplomové prdce.

TRX je zkratka pro thioredoxin, MBP pro protein vazajici maltosu, P/N znamena pres noc. Afinitni
a solubilizacni kotvy jsou od proteinu oddéleny mistem pro TEV proteasu.

Exprimovany proteinovy | Pouzity vektor | Afinitni Expresni Vysledna
- koncentrace IPTG
konstrukt (ng/nl) kotva teplota a Cas
(mM)
TRX-PPMID NTD pST39 (110) |6xHis 2x)| 16 °C, PN 0,05
TRX-PPMID NTDD314A | 9139 (130) | 6xHis (2x)| 16 °C, PN 0,05
MBP-LZAP pMALSx (90) MBP 15 °C, P/N 0,20
p38 MAPK pET-15b (100) 6xHis 25 °C, 3 hodiny 1,00

3.5.3 Purifikace proteint

V ramci této diplomové prace bylo pfipravovano nékolik proteinovych konstruktii, pro které

byly zvoleny rtzné purifikac¢ni pfistupy a podminky. Obrazek 11 schematicky zndzorfuje

zvolené purifikacni piistupy pro jednotlivé proteiny. Néasledujici kapitoly popisuji pouzité

purifikacni techniky a s ohledem na rozdily pfi purifikaci riiznych proteinti jsou tyto metodické

rozdily (napf. slozeni pouzitych pufri) uvedeny zvlast pro kazdy z ptipravovanych proteind.

Nékteré z purifikacnich krokli bylo nutné optimalizovat, a proto je jejich popisu vénovana

1 vysledkova ¢ast této diplomové prace.

PPM1D NTD
Niklova afinitni Sy , Reverzni niklova afinitn Gelovéa permeacni
. — Stépeni TEV — . — '
chromatografie chromatografie chromatograife
PPM1D NTD D314A
Niklova afinitni Xy . Reverzni niklova afinitn Gelova permeacni
. — Stépeni TEV — ) — .
chromatografie chromatografie chromatograife
LZAP
Amylosova afinitni Stepeni TEV Gelova permeacni
chromatografie chromatograife
P38 MAPK
Niklova afinitni % . Gelovéa permeacni
chromatografie SR Y chromatograife

Obrazek 11: Schematické znazornéni postupii pro purifikaci proteini v této diplomové praci. Proteiny byly
exprimovany s vyuzitim riznych afinitnich ¢i solubilizacnich kotev, a proto se postupy jejich purifikace lisi.

V piipadé PPM1D NTD musel byt purifika¢ni protokol optimalizovan.
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3.5.3.1 Priprava bunééného lyzatu

Jednim z nejuzivangjSich postupti lyze bunék je sonikace. Sonikace k lyzi bun¢k vyuziva
vysokofrekvenénich ultrazvukovych vin, které vedou k rozruseni bunék. Pro zvySeni uc¢innosti
lyze se k lyzacni smési pfidava i lysozym, enzym Stépici peptidoglykanovou vrstvu bunécné
stény. Behem tohoto procesu se k lyzacni smési také ptidava fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF), coz je inhibitor serinovych proteas, s cilem eliminovat proteolytické st€peni cilového

proteinu.

Buiiky s exprimovanymi proteiny byly po vytazeni z -80 °C rozmrazeny pii pokojové
teploté a hned po rozmrazeni byla zahajena lyze bun¢k pridanim 2 xkoncentrovaného lyza¢niho
pufru (vysledny pomér 1:1; vysledné slozeni lyzacniho pufru v bunécné suspenzi pro rizné
proteinové konstrukty je uvedeno v Tabulce 1, str. 29). Do smési byl pfidan lysozym
(15 mg/50 ml lyza¢ni smési) a za stalého michani v chladové mistnosti se smés nechala
inkubovat po dobu 30 minut. Tésn¢ pied zahajenim sonikace byl do smési pfidan PMSF
(vysledné koncentrace 1 mM). Nasledovala sonikace, jejiz podminky byly stejné pro vSechny
ptipravované proteiny (3 sekundy pulz; 17 sekund bez pulzu; doba pulzu celkem 6,5 min pro
100 ml lyzaéni smési, sonikator Sonicator3000 Misonix, Cole-Parmer). B€hem sonikace byla
smeés uchovavana na ledu. Vznikly sonikat byl posléze centrifugovan (19 561xg, 4 °C,
centrifuga. HERMLE Z323K) po dobu 45 minut. Ze supernatantni ¢asti byl dal§imi

purifikacnimi kroky izolovan cilovy, rozpustny protein.

3.5.3.2 Niklova afinitni chromatografie

Pro primarni izolaci proteinti nesoucich histidinovou afinitni kotvu (6xHis, vyuzito pfi ptipraveé
PPMID NTD, PPMI1D NTD D314A a p38 MAPK) se vyuZiva niklova afinitni chromatografie.
Metoda je zaloZena na pouZiti nosice s kovalentné€ vazanym tzv. ,,raménkem* (v této diplomové
praci nitrilotrioctovou kyselinou, NTA). Toto raménko koordina¢ni vazbou véaZe ionty kovi
(Ni*"), které slouzi k zachyceni cilového proteinu skrze histidinovou kotvu. Proteiny b&zné

takovou sekvenci neobsahuji a proto se preferen¢né na kolonu vaze hlavné cilovy protein.

Kolona naplnéna 1-1,5 ml matrice (Chelating SepharoseTM Fast Flow) byla pfipojena

k peristaltické pumpé a pfi pratoku 12 ml/min regenerovana nasledujicimi promyvacimi kroky:

e 20 ml H,O (Millipore)
e 60 ml0,1M NiSO4
e 20 ml H,O (Millipore)
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e 20 ml vazného pufru pro niklovou afinitni chromatografii (pH 7,5; slozeni pro riizné

proteiny viz Tabulka 2, str. 29)

Nasledovala adsorpce supernatantu pii prutoku 2 ml/min. Po adsorpci byla kolona
promyta 100 ml promyvaciho pufru pro niklovou afinitni chromatografii (pH 7,5; slozeni pro
ruzné proteiny viz Tabulka 3, str. 29). Kolona byla poté odpojena od peristaltické pumpy
a zachyceny protein byl posléze eluovan 20 ml elucniho pufru pro niklovou afinitni
chromatografii (pH 8,0; sloZeni pro rizné proteiny viz Tabulka 4, str. 29) do 50ml zkumavky.
V ptipad¢ proteinit TRX-PPM1D NTD a TRX-PPM1D NTD D314A byl pro fedéni imidazolu
protein eluovan do 10 ml vazného pufru. Z jednotlivych kroki (od sonikace po eluci) byly
sbirany frakce, diky kterym byl vysledek niklové afinitni chromatografie ovéfen pomoci SDS-
PAGE (postup viz kapitola 3.5.4, str. 44). Sjednocené frakce TRX-PPM1D NTD, PPM1D NTD
D314A byly dialyzovany proti dialyzatnimu pufru pro reverzni niklovou afinitni
chromatografii (sloZeni viz Tabulka 5, str. 30) a Stépeny TEV proteasou (postup viz kapitola
3.5.3.4, str. 41) V ptipadé proteinu p38 MAPK byl eluat z niklové afinitni chromatografie
dialyzovan proti dialyzaénimu pufru pro gelovou permeaéni chromatografii (slozeni pro

p38 MAPK viz Tabulka 6, str. 30) a st€épen TEV proteasou (postup viz kapitola 3.5.3.4, str. 41).

3.5.3.3 Amylosova afinitni chromatografie

Protein LZAP byl exprimovan jako fuzni protein MBP-LZAP. Protein vazajici maltosu (MBP)
se vyuziva jako afinitni kotva, zaroven také ale vyrazné zlepSuje rozpustnost cilového proteinu.
Pti amylosové afinitni chromatografii se vyuziva specifické vazby MBP na amylosu (amylosa
je polysacharid slozeny z glukosovych zbytkl propojenych
a-(1—4)-glykosidovymi vazbami). Pro eluci se vyuziva roztok maltosy, nebo je cilovy protein

od MBP odstépen vyuzitim specifickych proteas a z kolony eluovan jiz bez MBP.

Supernatant ze sonikace obsahujici fuzni protein MBP-LZAP (pfiprava sonikétu viz
kapitola 3.5.3.1, str. 39) byl pfi pritoku 1 ml/min nanesen na kolonu (MBPTrap™ HP, 5 ml),
ktera byla pfedem promyta vaznym pufrem pro amylosovou afinitni chromatografii (slozeni
shodné se sloZzenim 1xkoncentrovaného lyza¢niho pufru pro LZAP, viz Tabulka 1, str. 29). Po
adsorpci supernatantu byla kolona promyta 30 ml vazného pufru pro amylosovou afinitni
chromatografii. Fiizni protein MBP-LZAP byl §tépen TEV proteasou na kolon¢. Na kolonu byla
nanesena TEV proteasa (ptipravend v laboratofi Bc. Gabrielou Ko¢arovou; 8 ml roztoku TEV
(o koncentraci 0,125 mg/ml)/protein exprimovany v 2 1 LB média). St&peni na kolong& probihalo

ptes noc pii 4 °C a protein LZAP byl z kolony eluovan 30 ml vazného pufru pro amylosovou
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afinitni chromatografii (sloZeni shodné se slozenim 1xkoncentrované¢ho lyzacniho pufru pro
LZAP, viz Tabulka 1, str. 29). Cistota proteinu byla ovéfena pomoci SDS-PAGE a eluat byl
dialyzovén viici dialyza¢nimu pufru pro gelovou permeacni chromatografii (slozeni pro protein

LZAP viz Tabulka 6, str. 30).

3.5.3.4 Stépeni TEV proteasou

Cilové exprimované proteiny obsahovaly afinitni kotvu (6xHis, MBP) a/nebo solubilizacni
protein, se kterym byly pro ucely exprese a purifikace fuzovany (Thioredoxin, MBP). Tyto
proteinové Casti mohou ovliviiovat vlastnosti cilového proteinu. VSechny proteinové
konstrukty, které byly pfipravovany v ramci této diplomové prace, mély proto tyto proteinové
¢asti oddeleny Stépicim mistem pro TEV proteasu (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GlnxGly/Ser), diky

¢emuz je bylo mozné odstranit.

Eluat z niklové afinitni chromatografie byl pfeveden do dialyzacniho stfeva (dé€lici
rozsah 14 kDa). Eluat byl dialyzovan proti 1 1 dialyzaéniho pufru (v pfipadé¢ PPM1D NTD
a PPM1D NTD D314A proti dialyzacnimu pufru pro reverzni niklovou afinitni chromatografii
(slozeni viz Tabulka 5, str. 30), v ptipad¢ proteinu p38 MAPK proti 1 1 dialyza¢niho pufru pro
gelovou permeacni chromatografii (viz Tabulka 6, str. 30). V ptipad¢ fizniho proteinu MBP-
LZAP probihalo §tépeni TEV proteasou na kolon¢ a tento postup je popsan v kapitole 3.5.3.3
(str. 40).

Po dvou hodinich dialyzy byla métfena absorbance pii 280 nm (proti pouZitému
dialyzaénimu pufru, spektrofotometr NanoDrop Thermo Fisher Scientific) a na zakladé
Lambertova-Beerova zédkonu bylo spocteno mnozstvi proteinu (mg). Do dialyza¢niho stifeva
byla k eluatu pfiddna TEV proteasa (o koncentraci 0,8 mg/ml, pfipravena rekombinantni
expresi v laboratofi Bec. Gabrielou Kocarovou). K eludtu bylo pfidavano 35 ul TEV
proteasy/1 mg proteinu. Stépeni probihalo béhem dialyzy pies noc v chladové mistnosti. Takto
Stépeny protein byl koncentrovan a dal podroben gelové permeacni chromatografii (v ptipadé
proteinu p38 MAPK). V ptipad¢ proteini PPM1D NTD a PPMID NTD D314A, u kterych
nebylo S$tépeni kvantitativni, byl do protokolu zatazen krok reverzni afinitni niklové

chromatografie (postup viz kapitola 3.5.3.5).

3.5.3.5 Reverzni niklova afinitni chromatografie
Princip metody je stejny jako pifi standardnim uspofadani niklové afinitni chromatografie.
Rozdilem je, Ze zatimco cilovy protein je pfi béZzném uspoiadani zachycen na koloné diky

histidinové kotvé a posléze eluovan, pii reverznim uspotadani cilovy protein jiz afinitni kotvu
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neobsahuje a z kolony vytece. Tento pfistup je vhodny v piipadé, ze Stépeni fuzniho proteinu
neni kvantitativni. Timto zpiisobem se nestépeny protein zachyti na koloné a finalni vzorek pak
tento nestépeny fuzni protein jiz neobsahuje. Vhodny je tento postup i ve chvili, kdy jsou
vlastnosti st€penych proteinii (pI, Mw) podobné a jejich oddéleni je proto narocné. Po prvni
afinitni chromatografii a nasledném Stépeni TEV proteasou byl proto konkrétné pro proteiny

PPMI1D NTD a PPM1D NTD D314A zafazen i tento krok.

Kolona na reverzni niklovou afinitni chromatografii (naplnéna Chelating SepharoseTM
Fast Flow) byla regenerovana postupem uvedenym v kapitole 3.5.3.2 (str. 39). Po promyti
kolony i vaznym pufrem pro niklovou afinitni chromatografii (slozeni pro PPM1D NTD
a PPM1D NTD D314A viz Tabulka 2, str. 29) se cely objem dialyzovaného proteinového eluatu
z niklové afinitni chromatografie nechal protéct kolonou a protein vytékajici z kolony byl
zachycen do 50ml zkumavky. Diky nespecifickym interakcim s nikelnatymi ionty se na koloné
muze zachytit i zna¢na Cast cilového proteinu, a proto byla kolona promyta jest¢ 20 ml
promyvaciho pufru pro niklovou afinitni chromatografii (slozeni viz Tabulka 3, str. 29)
a vytékajici obsah byl také jimén do 50ml zkumavky. Tyto frakce ptedstavovaly cilovy protein,
ktery byl dialyzovan pies noc proti dialyzacnimu pufru pro gelovou permeacni chromatografii

(slozeni pro PPM1D NTD a PPM1D NTD D314 viz Tabulka 6, str. 30).

3.5.3.6 Kationtové vyménna chromatografie

V ramci optimaliza¢niho procesu purifikace PPM1D NTD bylo testovano i zafazeni kationtové
vymeénné chromatografie. Ve findlnim purifikacnim protokolu bylo od tohoto kroku upusténo
a tento krok byl nahrazen reverzni niklovou afinitni chromatografii. Iontové vymeénna
chromatografie zabezpecuje separaci molekul na zdkladé rozdilu v jejich naboji (tedy v ptipade
proteinlt na zéklad¢ rozdilnych hodnot izoelektrického bodu). Pii kationtové vyménné
chromatografii se vyuZziva elektrostatické interakce mezi kladné€ nabitymi molekulami proteinu
a zaporn¢ nabitou funk¢éni skupinou chromatografického nosice (napft. sulfopropylova skupina
kovalentn¢ vézana na sefarosovém nosi¢i). pH zvoleného vazného pufru je niz$i nez
izoelektricky bod cilového proteinu. Vzhledem ktomu, Ze se pii metodé¢ vyuziva

elektrostatickych interakci je diilezité, aby iontova sila pouzit¢ho vazného pufru byla co

cvwvr

Eluat z niklové afinitni chromatografie byl dialyzovan proti 1 litru dialyza¢niho pufru
pro kationtové vyménnou chromatografii pfes noc za soucasné¢ho St€peni TEV proteasou
(slozeni pufru viz Tabulka 7, str. 30). Na druhy den byla kolona (HiTrap SP, GE Healthcare) pfi
pritoku 5 ml/min ekvilibrovana promytim 30 ml pufru pro kationtové vyménnou
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chromatografii (pH 7,0; sloZeni stejné jako je uvedeno v Tabulce 7, str. 30). Pfi pritoku
1,5 ml/min byl na kolonu nanesen dialyzovany protein po stépeni. Po adsorpci proteinu byla
kolona postupné promyvana gradientem chloridu draselného (0—1M; slozeni viz Tabulka 6, str.
30). Béhem eluce byly sbirany frakce. Frakce odpovidajici eluovanému proteinu (ovéieno SDS-
PAGE, postup viz kapitola 3.5.4, str. 44) byly sjednoceny a koncentrovany na 2 ml (d€lici
rozsah 30 kDa). S koncentrovanym vzorkem byla provedena gelovéa permeacni chromatografie

(viz kapitola 3.5.3.7).

3.5.3.7 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je metoda, kterd separuje proteiny na zdklad¢é jejich
hydrodynamického poloméru. Separace tedy neprobiha jen na zaklad¢ velikosti molekul (a tedy
jejich molekulové hmotnosti) ale 1 na zdkladé jejich tvaru. Dvojice kompaktniho globuldrniho
proteinu a nestrukturovaného proteinu o stejné velikosti bude tedy pravdépodobné eluovat
s jinym reten¢nim objemem. Kolona je naplnéna poréznim materialem s definovanou velikosti
poért. Zatimco mensi molekuly budou do téchto pért difundovat, ¢imz budou v koloné¢
zadrzovany, vétsi molekuly budou eluovany rychleji.

Na zéavér kazdého purifikaéniho protokolu byl pro zvySeni Cistoty ale pfedevsim pro
zabezpeceni monodisperzity vzorku zatazen krok gelové permeacni chromatografie. Pro rizné
proteiny byly pouzité rizné kolony a proteiny na ni byly nastfikovany v riznych objemech
(parametry gelové permeacni chromatografie pro jednotlivé proteiny jsou uvedeny
v Tabulce 26, str. 44). Po afinitni chromatografii, resp. reverzni afinitni chromatografii, resp.
kationtové vyménné chromatografii (v zavislosti od pfipravovaného proteinu) byly proteiny
koncentrovany pomoci koncentratoru (ve finalnich protokolech koncentrator s délicim
rozsahem 10 kDa, v ramci optimalizace purifikace PPM1D NTD byl pouzivéan i koncentrator
s rozsahem 30kDa). Tésné pred nastfikem byl koncentrovany protein filtrovan (vyuZzitim filtra
SPARTAN 13/0,45 RC; 0,45 um). Protein byl nastiiknout na kolonu (GE Healthcare), ktera
byla ptedem ekvilibrovana pufrem pro gelovou permeacni chromatografii (slozeni pro
jednotlivé proteiny viz Tabulka 9, str. 31). Smycka a priitok byly zvoleny pro rtizné proteiny
artizné kolony zvlast' a jsou uvedeny v Tabulce 26 (str. 44). Frakce odpovidajici elu¢nim
objemtim purifikovanych proteinti byly sbirany a Cistota finalnich preparatii byla ovéfena
metodou SDS-PAGE (postup viz kapitola 3.5.4, str. 44). NejCistéjsi proteinové frakce byly

sjednoceny, koncentrovany a uskladnény pfi teploté -80 °C
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Tabulka 26: Parametry gelové permeacni chromatografie pro pripravované proteiny.

Protein Pouzita kolona Slzﬁ)k a (E:i;lltloll;)
PPMI1D NTD Superdex S75 pg HiLoad 26/600 10 2,0
PPM1D NTD D314A Superdex S75 pg HilLoad 26/600 10 2,0
LZAP Superdex S75 pg Hil.oad 26/600 5 1,2
p38 MAPK Superdex S200 pg HiLoad 16/600 5 2,0

3.5.4 Diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Cistota a mnozstvi proteinti b&hem jejich purifikace byly ovéfovany vyuzitim 12% SDS-PAGE

gell (sloZeni viz Tabulce 27). Pfi SDS-PAGE je vyuZivan dodecylsiran sodny (SDS), ktery

vazbou na proteiny dava proteinlim jednotny zaporny naboj. Metoda tak vyuzivad separaci

molekul na zadkladé velikosti, nebot’ rizné velké proteiny migruji v elektrickém poli riznou

rychlosti.

Vzorky proteint byly vzdy pred pipetovanim do jamek smichany s 5xkoncentrovanym
vzorkovacim pufrem (sloZeni viz Tabulka 12, str. 31) v poméru 4:1 a zahtivany pii 95 °C po
dobu dvou minut. Pro vyhodnoceni byl na gel vzdy nanesen i1 standard molekulovych hmotnosti
(ROTI®Mark TRICOLOR, Carl Roth). Elektroforéza probihala v elektroforetickém pufru 60
minut pii vykonu 200 V (sloZzeni 10xkoncentrovaného elektroforetick¢ého pufru je uvedeno
v Tabulce 13, str. 31). Pro vizualizaci proteind byl polyakrylamidovy gel nasledné obarven
barvicim roztokem Coomassie R-250 (slozeni viz Tabulka 14, str. 32) povafenim v tomto
roztoku po dobu péti minut. Gel byl promyt destilovanou vodou a pro Uplné odbarveni
ponechan v destilované vod¢ pies noc. SloZeni pufrli pro separacni a zavadéci SDS-PAGE gel

je uvedeno v Tabulce 10, resp. Tabulce 11 (str. 31).

Tabulka 27: Slozky separacniho a zavadeéciho gelu pro SDS-PAGE.

Slovka 12% se.paraéni gel 5% zz.wédéci gel
Objem (ml) Objem (ml)
akrylamid/bis-akrylamid 3,000 0,5
pufr pro separacni gel 2,000 1
destilovana voda 2,500 2,25
APS (10% vodny roztok) (w/v) 0,045 0,045
TEMED 0,005 0,005
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3.5.5 Meéreni fosfatasové aktivity
3.5.5.1 Méreni vnitini fosfatasové aktivity vaci para-nitrofenylfosfatu

Pro méfeni vnitini fosfatasové aktivity proteinového konstruktu PPM1D NTD byl jako substrat
vyuzit  para-nitrofenylfosfat  (pNPP).  Odstépenim  fosfatové  skupiny  vznika
para-nitrofenol, ktery v alkalickych podminkach disociuje na para-nitrofenolat. Métfenim
absorbance pfi 405 nm je pak mozné detekovat mnozstvi para-nitrofenolatu a tak i kvantifikovat
vnitini aktivitu fosfatas. V ramci této prace byla metoda pouzita k enzymové charakterizaci
piipravené¢ho konstruktu a k studiu vlivu vaznych partnerti na vnitini aktivitu PPM1D NTD.
V budoucnosti miize byt metoda také vhodna k testovani aktivity riiznych mutantnich forem

enzymu.

Pted kazdym meéfenim byly pouzité proteiny (PPM1D NTD; PPM1D NTD D314A,
LZAP) dialyzovany proti 500 ml fosfatasového pufru (slozeni viz Tabulka 15, str.32)
minimalné¢ po dobu 3 hodin. Po dialyze byla koncentrace proteini zméfena (méfenim
absorbance pii 280 nm proti fosfatasovému pufru z dialyzy, spektrofotometr NanoDrop,
Thermo Fisher Scientific) a proteiny byly nasledné koncentrovany nebo fedény na vhodnou
koncentraci. VSechny dals$i zdsobni roztoky slozek reak¢nich smési byly pfipraveny
rozpusténim ve fosfatasovém pufru (slozeni viz Tabulka 15, str. 32). Reak¢éni smés obsahovala
20mM MgCl,, BSA (0,2 mg/ml), ImM pNPP. Reakéni smési byly ptipraveny smichanim vSech
sloZek a objem byl doplnén fosfatasovym pufrem na 125 pl. Koncentrace PPM1D NTD i LZAP
pouzité pii t€chto méfenich jsou uvedeny ve vysledkové Casti. Reakce byly vZdy zahdjeny
piidavkem enzymu (PPMI1D NTD, resp. PPMID NTD D314A jako negativni kontrola)
areakéni smési byly inkubovany pii 25 °C po dobu 2 hodin. Prib¢h reakce byl zastaven
pfidavkem 125 pl 2M NaOH. Po probéhlé reakci byla mikrotitracni desticka s reakénimi
smésmi centrifugovana pii 230xg po dobu 5 minut (Rotina 420 R, Hettich) a posléze bylo
200 pl reakéni smési prevedeno do nové mikrotitracni desti¢ky. Pro vyhodnoceni byla métena
absorbance pti 405 nm (spektrofotometr The Infinite™ 200, TECAN) a koncentrace produktu
spoctena podle Lambert-Beerova zakona (hodnota délky absorpéni vrstvy [ byla

experimentalné zjisténa, /= 0,61 cm).

3.5.5.2 Méreni fosfatasové aktivity stanovenim uvolnéného fosfatu pomoci
malachitové zelené

Pomoci metody je detekovan uvolnény fosfat, jakozto produkt fosfatasové reakce. Kvantifikace

metody je umoznéna tvorbou zeleného komplexu mezi malachitovou zeleni, kyselinou

molybdenovou (resp. jeji soli) a volnym fosfatem. Vznikly produkt mé absorpéni maximum pfi
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600—660 nm a na zaklad¢ kalibrace standardnimi roztoky kyseliny fosforecné lze mnozstvi
uvolnéného fosfatu kvantifikovat. Metoda byla provedena vyuzitim komercné dostupné sady

Malachite Green Phosphate Assay Kit MAK307 (Sigma-Aldrich).

Jako substrat pro fosfatasovou reakci slouzila fosforylovana forma mysi izoformy p38
MAPK (dale jen fosfop38 MAPK, ptiprava viz kapitola 3.5.7.2, str. 49). Proteiny PPM1D NTD
1 fosfop38 MAPK byly dialyzovany proti fosfatasovému pufru a zasobni roztok MgCl byl
piipraven rozpusténim ve fosfatasovém pufru (slozeni fosfatasového pufru viz Tabulka 15, str.
32). Posléze byla piipravena reakéni smés, kterd obsahovala 1uM PPM1D NTD, 20mM MgClo,
0,02mg/ml BSA, 15uM fosfop38 MAPK. Smés byla doplnéna fosfatasovym pufrem (slozeni
viz Tabulka 15, str. 32) na 50 pl. Pro studium vlivu proteinu LZAP na aktivitu PPM1D byl
k reakéni smési pfiddn roztok proteinu LZAP (dialyzovany proti fosfatasovému pufru).
Mnozstvi proteinu LZAP v reak¢nich smésich je uvedeno ve vysledkové ¢asti. Reakéni smési
byly inkubovany pti 30 °C po dobu 30 minut a po této dob¢ byla reakce ukoncena ptidavkem
12,5 ul pracovniho roztoku (soucast komer¢né dostupné sady Malachite Green Phosphate
Assay Kit, Sigma-Aldrich). Nasledné byla méfena absorbance pti 620 nm (spektrofotometr The
Infinite™ 200, TECAN).

3.5.6 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni

Malothlovy rozptyl rentgenového zafeni (SAXS, z angl. ,,Small Angle X-ray Scattering®) je
strukturni technika, kterd umozZiiuje studovat tvar a velikost molekul. SAXS je metoda s nizkym
rozliSenim, ktera ale nevyzaduje krystalizaci proteint ¢i naro¢nou piipravu vzorki. Metoda
vyuziva elastického rozptylu rentgenového zafeni na elektronech v roztoku proteinu. Pti
prichodu rentgenového zafeni objektem se z elektroni stavaji sekundarni zdroje zéfeni. Pti
krystalech, kde jsou molekuly proteinu v pravidelném uspotédani toto zatfeni konstruktivné
interferuje, ¢ehoZz vysledkem je difrakéni obrazec s informacemi o elektronové hustoté
molekuly. Pfi SAXS tvorbu difrak¢éniho obrazce nepozorujeme, nebot’ molekuly jsou v roztoku
v pohybu a v ndhodné orientaci. Rozptylovy signal ze SAXS je spojity a radidln€ symetricky,
a tedy destruktivni interferenci se detailni informace ztraci. I pfesto je SAXS uzitecna technika,

ktera poskytuje mnozstvi informaci o tvaru, velikosti ¢i flexibilité molekul.

Za predpokladu, Ze vzorek obsahuje monodisperzni, homogenni castice, které spolu
neinteraguji, je zavislost intenzity rozptylené¢ho zafeni / na s (tzv. momentum transfer, funkce

rozptylového thlu 0; definovan jako s=4zsin(6)//) dana vztahem:
Dmax sin (sr) .
I(s) = 4m [ P(r) — —dr  (Rovnice 1)
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Kde Duax ptedstavuje maximalni vzdalenost mezi elektrony pifitomnymi v castici, P(r) je
parova distribucni funkce, s je momentum transfer, » je vzdalenost mezi elektrony. P(r) funkce

a intenzita /(s) jsou provazany Fourrierovou transformaci:
1?2 oo 5 sin (s7) .
P(r) = ﬁfo s?1(s)——ds (Rovnice 2)

Z P(r) funkce lze od¢ist hodnotu gyracniho poloméru R, intenzitu rozptylu v nulovém
uhlu 7(0), ¢i Dpax. Dal$im zptsobem vyhodnoceni SAXS méfeni je analyza dat podle Guiniera.

Pro malé hodnoty s plati:
1(s) = 1(0) exp (—%Rgzsz) (Rovnice 3)

Z Gunierova vynosu (InfI(s)] vs s°) dokdzeme ur¢it hodnoty gyra¢niho poloméru R,
(spocteno ze smérnice) 1 intenzitu rozptylu v nulovém uhlu /(0) (z praseciku piimky s osou
I(s)). Guinierov vynos pro sRg </,3 by m¢l byt linearni. Nelinearita Guinierova vynosu v této

oblasti naznacuje pfitomnost agregovanych ¢astic, ¢i repulzi mezi nimi.

Intenzita /(0) je timérna velikosti ¢astice a diky kalibraci zndmym standardem z ni
dokézeme vypocitat molekulovou hmotnost ¢astic v roztoku. Nicméné piesnost byva casto
nizkd (zavislost na kontaminacich, neidedlnim chovani, poSkozeni radiaci...). Odhad M,, ze
SAXS dat je zejména duleZzity pii studiu proteinovych komplexti ¢i riznych oligomernich stavii
proteinti. Pro odhad molekulové hmotnosti 1ze vyuzit i Porodtiv objem V), (objem hydratované

&astice, [nm?]).

Metoda SAXS je vhodna k studiu flexibilnich systémi. K témto ucelim se pouziva
Kratkyho bezrozmérny vynos (((sRg)’I(s)/I(0) vs sR,). Informaci o kompaktnosti ¢astice
poskytuje poloha maxima a intenzita poklesu kiivky. Posun maxima k vy$§im hodnotam

a pomalejsi pokles kiivky indikuji, Ze studovana Castice vykazuje strukturni flexibilitu.

3.5.6.1 SEC-SAXS
Pro charakterizaci PPMID NTD bylo vyuZito méfeni rozptylu rentgenového zatfeni
v uspofadani SEC-SAXS, pii kterém vlastnimu méfeni predchazi gelovd permeacni

chromatografie.

Ptipraveny protein PPM1D NTD byl dialyzovan proti 500 ml SAXS pufru po dobu
3 hodin a koncentrovan (koncentratorem s delicim rozsahem 10kDa) na 3,2 mg/ml (sloZzeni
SAXS pufru uvedeno v Tabulce 16, str. 32). Proteinovy roztok o objemu 50 pl byl filtrovan
a nastfiknut na kolonu Superdex 200 Increase 5/150 GL (pfedem promytou SAXS pufrem).
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Jako referencni vzorek byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu. Méteni probihalo na

pracovisti P12 v Evropské laboratoti pro molekularni biologii (DESY, Hamburg, Némecko).

3.5.6.2 Zpracovani SEC-SAXS dat

SAXS je kontrastni metoda. Signal pufru proto musel byt odecten od signalu proteinu.
Chromatograficky zdznam byl zobrazen v programu CHROMIXS, ve kterém byly oblasti
odpovidajici signalu pufru a signalu proteinu oznaceny. Po odecteni byl zdznam pifeveden na
rozptylovou kiivku pomoci programu PRIMUS. Nasledovala analyza rozptylovych dat.
Parametry Ry, 1(0), Dimax, V) €1 odhad molekulové hmotnosti (z Guinierova vynosu a/nebo z P(r)
distribuc¢ni funkce) byly ureny diky programu PRIMUS stejn¢ jako provedeni Kratkyho

bezrozmérného vynosu.

Dulezitym vystupem ze SAXS je model rozptylové proteinové obalky. Ab initio
modelovani rozptylové obalky bylo provedeno vyuzitim programu DAMMIF. K vypoctu
teoretické kiivky PPM1D NTD bylo vyuzito struktury predikované algoritmem Alphafold2
(AF-O15297-F1, usek 1-397) a vypocet byl proveden v programu CRYSOL. Teoreticka
rozptylova kiivka byla porovnéna s experimentalnimi daty. Kvalitu proloZeni dat odrazi funkce

nesrovnalosti x> d4na vztahem:

Iiex_IieoreZ .
x2 =ﬁzi[(s) p=Cl(S)e t] (Rovnice 4)

a(si)

Kde N je pocet bodi, a(s;) je experimentalni chyba, /(s)ex je experimentalné métena
intenzita rozptylen¢ho zéateni, 1(s)worer je SpoCtena intenzita rozptylového zafeni pro model

PPM1D1.397 (AF-O15297-F1), ¢ je §kéalovaci faktor.

Dalsi optimalizace atomového modelu PPM1D NTD byla provedena v programu EOM
nebo SREFLEX, ktery na zakladé experimentalnich dat nachazi konformace proteinu, které
nejlépe odpovidaji experimentalni rozptylové kiivce. Vysledky byly vizualizovany
superimpozici ziskaného atomového modelu do spoctené proteinové obalky v programu
SUSPALM. VSechny programy pouzit¢ pro vyhodnoceni SAXS dat byly soucasti ATSAS
3.2.17

3.5.7 In vitro fosforylace

3.5.7.1 Priprava fosforylované formy PPM1D NTD pomoci proteinkinasy A
K in vitro fosforylaci PPM1D NTD byla pouZita proteinkinasa A (PK A). PK A je cAMP-
dependentni proteinkinasa, kterd rozezndva sekvencni motiv Arg-Arg-X-Ser, kde X miize byt

jakéakoliv aminokyselina. K fosforylaci je nutna piitomnost ATP a Mg?*. V této praci byla
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vyuzita PK A, ktera byla rekombinantné pfipravena v laboratoii Bc. Gabrielou Kocarovou

a jejiz aktivita byla 172 U/ul (1 U = 1pmol fosfatu ptreneseny na molekulu kaseinu za 1 min).

Roztok PPM1D NTD byl fedén PK A fosforyla¢nim pufrem na koncentraci 0,2 mg/ml
(slozeni PK A fosforyla¢niho pufru je uvedeno v Tabulce 17, str. 32). Redény protein o objemu
2 ml byl dialyzovan proti 200 ml PK A fosforyla¢niho pufru po dobu 3 hodin. Po dialyze byla
piipravena fosforylacni smés obsahujici 0,15 mg PPM1D NTD, 20mM MgCl,, 0,75mM ATP,
280 U PK A/mg PPMI1D NTD. Ve standardnim protokolu v nasi laboratofi se pouziva 80 U/mg
fosforylovaného proteinu. Po optimalizaci fosforylacniho protokolu byl ve vysledném
protokolu tedy pouzit 3,5xnadbytek PK A. Fosforylaéni smés byla doplnéna PK A
fosforylaénim pufrem na pozadovany objem. Po pfidani PK A byla fosforylacni smés
inkubovéna pfti laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Po této dobé bylo k smési ptidano Cerstvé
ATP a PK A ve stejnych mnozstvich jako pfedtim a fosforylacni smés byla inkubovana piti 4 °C
pres noc. V ramci optimalizace byla za pouziti stejného protokolu vyuzita i proteinkinasa B
(PK B, komer¢né dostupna, pouzito 4 pl (730 U/ml, 1 U zabuduje 1nmol fosfatu za minutu pii
30 °C)). Na druhy den byl vzorek fosforylovaného proteinu PPM1D NTD poslan k hmotnostné
spektrometrické analyze, kterd byla provedena Mgr. Pavlou Vailkkovou, Ph.D. v ramci

servisniho pracovisté¢ hmotnostni spektrometrie (Biocev, Praha).

3.5.7.2 Priprava fosforylované formy p38 MAPK pomoci kinasy MKK6

Pro ptipravu fosforylované formy p38 MAPK (fosfop38 MAPK) byla vyuzita kinasa MKKS6,
ktera p38 fyziologicky fosforyluje na pozicich Thr180 a Tyrl182. MKK6 podléha
autofosforylaci, diky ¢emuz se aktivuje. V této diplomové praci byla fosforylovana kinasa p38
MAPK pouzitd jako substrat pro PPMI1D. Kinasa MKK6 byla pfipravena heterologni
rekombinantni expresi v E. coli Mgr. Daliborem Koskem, Ph.D. (koncentrovana na

Azso = 0,65).

Byla pfipravena fosforylacni smés obsahujici 20mM MgClz; ImM ATP; MMKG6 (20 pl
rekombinantné piipravené MKK6/0,1 mg p38 MAPK); p38 MAPK. Reakéni smés byla
doplnéna MKKG6 fosforylacnim pufrem na poZadovany objem (sloZzeni MKK6 fosforylaéniho
pufru viz Tabulka 18, str. 32). Po pfidani kinasy MKK6 byla reakéni smés inkubovana po dobu

2 hodin pti 37 °C a po této dob¢ jeste ponechana pres noc k inkubaci pii pokojové teplote.
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3.5.8 Nativni TBE elektroforéza
K studiu tvorby komplexu PPM1D NTD a LZAP byla vyuzita nativni TBE elektroforéza.

Metoda vyuziva migraci proteinli v elektrickém poli na zékladé jejich velikosti a naboje.

Byl ptipraven 12% nativni polyakrylamidovy gel. Slozeni gelu, 10xkoncentrovaného
TBE pufru a Sxkoncentrovaného vzorkovaciho pufru je uvedeno v Tabulkéach 28 (str. 50), 19,
20 (str. 33). Byl ptipraven vzorek PPM1D NTD, LZAP a smési téchto proteinti v molarnich
pomérech 1:2, 1:10, 1:20 (LZAP (50 pmol):PPM1D NTD). Vzorky byly smichany
s Sxkoncentrovanym vzorkovacim pufrem (slozeni viz Tabulka 20, str. 33, vysledna
koncentrace 1x) a pufrem pro gelovou permeacni chromatografii pro PPM1D NTD (slozeni viz
Tabulka 9, str. 31) doplnény na objem 20 ul. Elektroforéza probihala pii napéti 150 V po dobu
3 hodin. Po skonceni elektroforézy byl gel obarven postupem uvedenym v kapitole 3.5.4 (str.

44),

Tabulka 28: Slozeni 12% polyakrylamidovéeho gelu pro nativni TBE elektroforézu.

Slozka Objem (ml)
akrylamid/bisakrylamid 4,00
10x TBE pufr 1,00
10% (w/v) persulfat amonny 0,075
TEMED 0,008
destilovana voda 4,95

50



4 Vysledky

4.1 PCR vnasejici mutaci — priprava mutantni formy PPM1D NTD
D314A

Pro ucely méteni fosfatasové aktivity bylo nutné pfipravit mutantni formu enzymu PPMI1D
s vnesenou inaktivujici mutaci D314A. Tento konstrukt pak v enzymovych méfenich slouzil
jako negativni kontrola. Pro vneseni mutace D314A do genu pro TRX-PPM1D NTD (plasmid
pST39) byla vyuzita polymerazova fetézova reakce. S cilem ziskat cilovy PCR produkt
(linearizovany plasmid se zavedenou mutaci D314A) musela byt optimalizovana sekvence
pouzitych ,primert“ tak, aby ,primery” netvofily sekundarni utvary (vysledny navrh
mutagenéznich ,,primerd* je uveden v Tabulce 22, str. 34). Ve findlnim protokolu jsou pouzity
,primery* purifikovany pomoci HPLC. Nebot’ v obdrzeném produktu PCR byla dlouhodobé
pozorovana pritomnost n€kolika repetici ,,primerd* v okoli mutovaného mista, musela byt tzv.
,hasedaci* teplota programu zvySena na 58 °C (z pivodnich 55 °C) a pro amplifikaci musela
byt vyuzita DNA polymerasa s vy$§im teplotnim optimem (Pfu Ultra HF DNA polymerasa),
diky ¢emuz byly tyto repetice odstranény. Na Obrazku 12 je zndzornén vysledek horizontalni
agarosové elektroforézy s vyslednym produktem mutagenézni PCR reakce (mezi 4000—
5000 bp). Tvorba produktu byla pozorovana v reakéni smési s 1 bez DMSO a pro transformaci
do bun¢k byla vyuzita reakéni smés bez DMSO. Po izolaci plasmidové DNA z bunék E. coli

byla pfitomnost mutace D314A v plasmidu ovétfena Sangerovou sekvenaci.

DMSO

bp St - +

10000 -

«— TRX-PPM1D NTD D314A (pST39)

whot

Obrazek 12: Vysledek horizontalni agarosové elektroforézy po mutagenézni PCR reakei. Pro vizualizaci
PCR produktt byl vyuzit 1% agarosovy gel. V prvni draze z leva je standard molekulovych hmotnosti (bp, pocet
part bazi). Na pravé strané gelu jsou linearni produkty mutagenézni PCR reakce (TRX-PPMI1D NTD D314A
v plasmidu pST39) s a bez DMSO. Pro transformaci do bunék E. coli byla vyuzita reakéni smeés bez DMSO.
Vzorky byly na gel nanaSeny v objemu 30 ul a elektroforéza probihala pfi vykonu 100 V po dobu 45 minut.
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4.2 Optimalizace exprese proteinu TRX-PPM1D NTD

Béhem optimalizace exprese byla provedena série expresnich testd, v ramci kterych byla
ménéna expresni teplota 1 koncentrace IPTG. Ve vSech expresnich testech bylo pouzito LB
médium. Mira exprese rozpustného cilového proteinu za riznych podminek byla vyhodnocena
pomoci 12% SDS-PAGE gelti po niklové afinitni chromatografii (viz Obrazek 13). Pruh v okoli
60kDa odpovidé fiznimu proteinu TRX-PPM1D NTD. Srovnéni vysledkl riznych expresnich
podminek ukazalo zménu zastoupeni cilového proteinu TRX-PPM1D NTD v peletni frakci
a eluované frakci z niklové afinitni chromatografie. Na zaklad¢ dosazenych vysledkl byla jako
optimalni zvolena expresni teplota 16 °C a 0,05mM koncentrace IPTG (Obrazek 13, panel D).
Tyto podminky, diky kterym byl pomér rozpustného a nerozpustného proteinu TRX-PPM1D
NTD nejvyssi, byly pouzity 1 pro expresi mutantni formy TRX-PPM1D NTD D314A.

A B C D
0,5mM IPTG, 37 °C, 4 hodiny, LB 0,2mM IPTG, 18 °C, O/N, LB 0,1mMIPTG, 18 °C, O/N, LB 0,05mM IPTG, 16 °C, O/N, LB

St1 2 3 St1 2 4 3 St1 254 3 St1 254 3
245 -g

75—

60—

45—

Obrazek 13: Vysledek SDS-PAGE po niklové afinitni chromatografii pro vyhodnoceni expresnich testii pro
proteinovy konstrukt TRX-PPMI1D NTD. Draha St — standard molekulovych hmotnosti (ROTI®Mark
TRICOLOR), draha 1 — peletni frakce (po sonikaci a nasledné centrifugaci), 2 — supernatantni frakce (po sonikaci
a nasledné centrifugaci), 3 — eluovand frakce z niklové afinitni chromatografie, 4 — frakce z promyvaciho kroku,
5 — vzorek roztoku proteklého kolonou, P/N — pfes noc. Panely A, B, C, D odpovidaji riiznym expresnim
podminkdm. Podminky niklové afinitni chromatografie byly vzdy stejné, v nékterych piipadech vzorky
z jednotlivych krokt ale nebyly podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE. Elektroforéza probihala v 12% gelu pii
200 V po dobu 60 minut. Pro dal$i praci s proteinem TRX-PPM1D NTD i jeho mutantni formu PPM1D NTD
D314A byly zvoleny podminky D (16 °C; 0,05mM IPTG; P/N).

4.3 Optimalizace purifikace proteinu PPM1D NTD

V strukturni biologii je nutné pracovat se stabilnim a definovanym vzorkem o vysoké ¢istoté.
Charakterizaci PPM1D NTD proto piedchdzela optimalizace purifikace. Cilovy protein byl
exprimovan ve fuzi s thioredoxinem (TRX) a konstrukt obsahoval dva histidinové kotvy
(6xHis) na N- i C-konci. Tyto ¢asti byly od PPM1D NTD oddé¢leny $tépicim mistem pro
proteasu TEV. Prvnim identifikovanym problémem souvisejicim s purifikaci PPM1D NTD
bylo pravé nekvantitativni Stépeni proteasou TEV. Ve findlnim protokolu byla proteasa TEV
k faznimu proteinu pfidavana v nadbytku, piesto se tento problém nepodafilo odstranit (viz
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Obrazek 14, panel B), a proto bylo vyzkouseno zafazeni riznych purifikacnich kroki s cilem
nestépeny protein odstranit z findlniho proteinového preparatu. Pruh, jenz svou migraci

odpovidéa velikosti tésné nad 45 kDa, patii PPM1D NTD (44,6 kDa, ovéfeno hmotnostni

spektrometrii).
A TEV TEV
misto misto
[ | - —
6xHis 6xHis
B kDa

245

% l—— TRX-PPM1D NTD

60 —

—— PPM1D NTD (44 671 Da)

|~ =
i P

Obrizek 14: Znazornéni cilového proteinu pied a po §tépeni proteasou TEV. Stépeni probihalo pies noc
v chladové mistnosti. A — Schematické znazornéni proteinového konstruktu pred a po Sté€peni proteasou TEV,
které nasledovalo po niklové afinitni chromatografii. B — Vysledek SDS-PAGE (12% gel) pfed (draha 1) a po
(dréha 2) $tépeni. St — standard molekulovych hmotnosti (ROTI®*Mark TRICOLOR). I po $tépeni byl ve vzorku
stale pfitomen fuzni protein obsahujici thioredoxin a 2 histidinové kotvy (6 xHis).

Bylo vyzkouseno n¢kolik pfistupii, jak odstranit nestépeny fuzni protein TRX-PPM1D
NTD z finalniho preparatu. Kromé& toho bylo cilem také odstranit i ostatni kontaminujici
proteiny pochézejici z bun€k E. coli, které byly ve vzorku pfitomny i1 po gelové permeacni
chromatografii (viz Obrazek 15, panel D, str. 54). Celkové byly testovany tii purifikacni
strategie, které byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejvétsi Cistoty findlniho
preparatu. Jednou ze strategii bylo vyuziti kationtové vyménné chromatografie, ktera pro
separaci vyuziva rozdilll v naboji ¢astic (p/ppmip NTD = 8,35; pItrx-ppmMiDNTD = 7,1). Jak 1ze vidét
na Obrazku 15 (panel E, str. 54), vyuzitim protokolu zahrnujiciho kationtové vyménnou
chromatografii (viz Obrdzek 15, panel B) byl odstranén nestépen fuzni protein TRX-PPM1D
NTD. Pro vazbu proteinu na sulfopropylovou skupinu chromatografického nosic¢e byla ale
potfebna nizk4 iontova sila roztoku proteinu, diisledkem ¢ehoZ byla precipitace, a tedy 1 vyrazné
ztraty cilového proteinu. Obrazek 15 schematicky znazoriiuje navrhy purifikacnich protokold,

které byly v ramci této diplomové prace vyzkouSeny. Pro dalsi optimalizaci byl vybran protokol
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s reverzni niklovou afinitni chromatografii (viz Obrazek 15, panel C), pii kterém bylo dosazeno
nejvyssi Cistoty proteinu (viz Obrazek 15, panel F). Pred dal§i optimalizaci zvoleného
purifikacniho protokolu byl findlni proteinovy vytézek na arovni 0,5 mg ze 4 litri LB média.
Ve vSech protokolech byla pro gelovou permeaéni chromatografii vyuZita kolona Superdex75
HiLoad 26/600. ZvySeni kvality findlniho preparitu bylo dosazeno na tukor proteinového
vytézku (viz intenzita pruhl zvyraznénych modrou Sipkou na Obrazku 15, panely D, E, F)

a proto bylo dal§im cilem findlni vytézek zvysit.
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Obrazek 15: Purifika¢ni pFistupy pouZité pfi optimalizace purifikace PPM1D NTD. A, B, D — Schematické
znazornéni pouzitych purifikacnich protokolil. D, E, F — Vysledek SDS-PAGE elektroforézy (12% gel) po gelové
permeacni chromatografii (Superdex75 HiLoad 26/600) demonstrujici ¢istotu finalniho proteinového preparatu pti
pouziti riznych protokoli. D — odpovida protokolu A, E — odpovida protokolu B, F — odpovida protokolu C. Na
gel byly naneseny vzorky frakci odpovidajici eluovanému proteinu. St — standard molekulovych hmotnosti
(ROTI®Mark TRICOLOR). V piipadé panelu D je znazornéna kvalita vzorku po sjednoceni eluovanych frakei.
K dalsi optimalizaci s cilem zvysit proteinovy vytézek byl zvolen protokol C. Modra Sipka v panelech D, E a F
odpovida poloze PPM1D NTD ve 12% SDS-PAGE gelu. Draha 1 (panel E) odpovida frakci z gelové permeacni
chromatografie, ktera odpovida agregovanému proteinu.
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4.3.1 Finalni purifika¢ni protokol

Na zéklad¢ vysledkii uvedenych v kapitole 4.3 byl pro dalsi optimalizaci pouzit purifika¢ni
protokol sestavajici z niklové afinitni chromatografie, St€épeni TEV proteasou, reverzni niklové
afinitni chromatografie a gelové permeacni chromatografie. Tento protokol ve své puvodni
podobé¢ vedl sice k proteinu PPM1D NTD o vysoké Cistoté, vytézek z jeho purifikace ale €inil
maximalné ~0,5 mg ze Ctyt litri LB média. Proto bylo cilem dalsi optimalizace purifika¢niho

protokolu zvyseni proteinového vytézku.

Béhem vsech purifikacnich krokl (protokol schematicky zndzornén na Obrazku 15,
panel C, str. 54) bylo nutné zajistit stabilitu proteinu PPM1D NTD. Prvnim krokem k dosazeni
tohoto cile byla ndhrada chloridu sodného za chlorid draselny. Draselné ionty jsou
dominantnimi kationty v intracelularnim prostifedi, a proto se v pfipadé méné stabilnich
proteint preferuje jejich pouziti v pufrech. Pii eluci proteinu PPM1D NTD z kolony pii niklové
afinitni chromatografii (vyuzitim elu¢niho pufru s 250mM koncentraci imidazolu) dochazelo
k bezprostiedni precipitaci proteinu ve zkumavce. Tento jev je pii purifikaci proteind
pozorovan pomérn€ Casto, a proto byl pro fedéni imidazolu protein z kolony eluovan do
vazného pufru pro niklovou afinitni chromatografii (viz kapitola 3.5.3.2, str. 39). Po Stépeni
proteasou TEV byl nestépeny fuzni protein TRX-PPM1D NTD odstranén diky reverzni niklové
afinitni chromatografii, pti které se nestépeny protein obsahujici histidinovou kotvu zachytil na
kolon¢ (viz draha 8, Obrazek 16, str. 55) a pro dalsi postup pak byla vyuZita frakce, ktera
kolonou pro niklovou afinitni chromatografii protekla. Timto zpisobem byly odstranény i dalsi
kontaminanty, které s kolonou pro niklovou afinitni chromatografii nespecificky interaguji,
nebo proteasa TEV (pouzitd TEV ve své sekvenci obsahuje histidinovou kotvu). Frakce 6, 7
(viz Obrazek 16, str. 55) byly pouzity pro dalsi purifikaci (malé mnoZstvi neSt€peného proteinu

je 1 v nich stale ptitomno).
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Obrazek 16: Vysledek SDS-PAGE elektroforézy po niklové a reverzni niklové afinitni chromatografie pri
purifikaci PPM1D NTD. 1 — peletni frakce, 2 — supernatantni frakce, 3 — frakce z promyvaciho kroku, 4 —
eluovana frakce, 5- vzorka proteinu po §tépeni, 6 — frakce po proteceni z reverzni niklové afinitni chromatografie,
7 — frakce z promyvaciho kroku pfi reverzni niklové afinitni chromatografii, 8 — frakce po eluci 250mM
imidazolem (nepouzita v dal$im postupu). Frakce 6, 7 byly sjednoceny a pouzity pro dalsi purifikaci.
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Po reverzni niklové afinitni chromatografii nasledovala dialyza do dialyza¢niho pufru
pro gelovou permeacni chromatografii. Béhem dialyzy dochazelo opakované k precipitaci
proteinu PPM1D NTD. ZvysSeni koncentrace soli z 150 mM na 200 mM (175mM KCl, 25mM
NaCl) v dialyza¢nim pufru pro gelovou permeacni chromatografii (i v pufru pro gelovou
permeacni chromatografii) vedlo k vyraznému zvySeni stability vzorku (precipitace jiz
pozorovana nebyla). Pomoci gelové permeacni chromatografie byl protein dal ptecistén
a oddélen od proteinovych agregatli (viz Obrazek 17, panel A, elucni objem 120 ml (mrtvy
objem kolony), potvrzeno pomoci SDS-PAGE, viz Obrazek 17, draha 1, panel B), diky ¢emuz

byla zajisténa monodisperzita vzorku.

Diky témto upravam purifikaéniho protokolu byl finalni vytézek zvysSen na 3 mg
PPM1D NTD ze ¢tyf litri LB média. Posléze bylo ptistoupeno k ptipravé PPM1D NTD ze Sesti
litrt LB média. Vytézek v takovém pfiipad€ Cinil kolem 4 mg proteinu. Findlni kvalita
preparatu, ktery byl pouzivan ve vSech dalSich méfenich, je zndzornéna na Obrazku 17 (panel

B, sjednoceny byly frakce 3-9).
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Obrazek 17: Vysledek gelové permea¢ni chromatografiee A — chromatogram z gelové permeacni
chromatografie (kolona Superdex 75 pg HiLoad 26/600, prutok 2 ml/min, 4 °C, pufr: 50mM Tris (pH = 7,5),
175mM KCI, 25mM NaCl, 10% glycerol, 10mM MgCl,, ImM TCEP). Pro SDS-PAGE analyzu (B) byly pouzity
frakce odpovidajici eluénim objemtim 125 ml (draha 1, panel B) a 160—200 ml (drahy 2-9). Frakce odpovidajici
draham 3-9 byly sjednoceny (indikovano modrymi c¢arami na chromatogramu, panel B), koncentrovany na
1 mg/ml, zamraZeny a uchovény v -80 °C k dal$imu pouZiti. St — standard molekulovych hmotnosti (ROTI®*Mark
TRICOLOR).
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4.4 Purifikace PPM1D NTD D314A, LZAP, p38 MAPK

Pro dalsi studium proteinu PPM1D NTD bylo nutné piipravit i jeho katalyticky neaktivni
analog PPM1D NTD D314A. Tento protein slouzil pii métfenich jako negativni kontrola a jeho
ptiprava byla shodna s ptipravou PPM1D NTD. Pomoci gelové permeacni chromatografie byl
proteinovy preparat zbaven agregovanych castic (jez byly eluovany v ramci mrtvého objemu
kolony, 120 ml). Z purifikace PPM1D NTD D314A ze Sesti litrh LB média bylo ziskdno 4,5 mg
proteinu. Pro pfehlednost je uveden jenom vysledek z gelové permeacni chromatografie

a Cistota findlniho proteinového preparatu po sjednoceni a koncentrovani eluovanych frakci

(175-200 ml, viz Obrazek 18).
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Obrazek 18: Vysledek gelové permeacni chromatografie pri purifikaci PPM1D NTD D314A. V levé ¢asti je
na chromatogramu znazornén eluéni profil PPM1D NTD D314A (kolona Superdex 75 pg HiLoad 26/600, prutok
2 ml/min, 4 °C, pufr: 50mM Tris (pH = 7,5), 175mM KCl, 25mM NacCl, 10% glycerol, 10mM MgCl,, ImM
TCEP). Elu¢ni objem 120 ml odpovida mrtvému objemu kolony, pii kterém dochazi k eluci agregovanych castic.
Frakce odpovidajici elu¢nimu objemu 175-200 ml byly sjednoceny (indikovano modrymi c¢arami na
chromatogramu), koncentrovany na 1 mg/ml a uchovany v -80 °C pro dal$i pouziti. Vysledna Cistota proteinového
preparatu je znazornéna na vysledku SDS-PAGE elektroforézy (12% gel, prava ¢ast Obrazku). St — standard
molekulovych hmotnosti (ROTI®Mark TRICOLOR).

Protein LZAP byl exprimovan ve fuzi s MBP. Purifikace proto sestavala z amylosoveé
afinitni chromatografie, st€peni MBP-LZAP proteasou TEV na koloné€ a na konec purifikace
byla pro zajisténi monodisperzity vzorku zafazena gelovd permeacni chromatografie. Od
findlniho preparatu byl gelovou permeacni chromatografii oddélen agregat a dimerni frakce
LZAP (viz Obrazek 19, str. 58, elucni objemy 120 ml, resp. 160 ml). Eluované frakce
odpovidajici monomernimu LZAP (elu¢ni objem 175-200 ml, viz Obrazek 19, str. 58) byly

sjednoceny, koncentrovany a uchovany pfti -80 °C. Vytézek z purifikace LZAP ¢inil 11 mg.
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Obrazek 19: Vysledek gelové permeacni chromatografie pri purifikaci LZAP. V levé Casti je na
chromatogramu znazornén elucni profil LZAP (kolona Superdex 75 pg HiLoad 26/600, pritok 2 ml/min, 4 °C,
pufr: 50mM Tris (pH = 7,5), 200mM NaCl, 10% glycerol, ImM TCEP, ImM EDTA). Elu¢ni objem 120 ml
odpovida mrtvému objemu kolony, pii kterém dochazi i k eluci agregovanych ¢astic. Frakce odpovidajici eluénimu
objemu 150-170 ml zfejm¢ obsahovaly dimerni protein LZAP. Frakce 175-200 ml s monomernim LZAP byly
sjednoceny (indikovano modrymi ¢arami na chromatogramu), koncentrovany na 5 mg/ml a uchovany v -80 °C pro
dals$i pouziti. Vysledna Cistota proteinového preparatu je znazornéna na vysledku SDS-PAGE elektroforézy
(12% gel, prava ¢ast Obrazku). St — standard molekulovych hmotnosti (ROTI®Mark TRICOLOR).

Jako specificky substrat pro méfeni fosfatasové reakce byla pouzita mysi izoforma
kinasy p38 MAPK. Kinasa p38 MAPK byla exprimovana v E. coli s histidinovou kotvou pro
ucely niklové afinitni chromatografie. Po odStépeni histidinové kotvy proteasou TEV
nasledovala gelova permeacni chromatografie s cilem zajistit monodisperzitu vzorku. Finalni
proteinovy vytézek ze dvou litri LB média Cinil pfes 80 mg a jeho Cistota byla po sjednoceni

eluovanych frakci (80—100 ml) ovétena pomoci SDS-PAGE (viz Obrazek 20).
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Obriazek 20: Vysledek gelové permeacni chromatografie pfi purifikaci p38 MAPK. V levé ¢asti je na
chromatogramu znazornén elucni profil p38 MAPK (kolona Superdex 200 pg HilLoad 16/600, pritok
0,75 ml/min, 4 °C, pufr: 50mM Tris (pH = 7,5), 200mM NaCl, 10% glycerol, ImM TCEP, 10mM MgCl,). Elu¢ni
objem 45 ml odpovida mrtvému objemu kolony. Frakce odpovidajici eluénimu objemu 80—100 ml s p38 MAPK
byly sjednoceny (indikovano modrymi ¢arami na chromatogramu), koncentrovany na 1 mg/ml a uchovany v
-80 °C pro dalsi pouziti. Vysledna Cistota proteinového preparatu je znazornéna na vysledku SDS-PAGE
elektroforézy (12% gel, prava ¢ast Obrazku). St — standard molekulovych hmotnosti (ROTI®*Mark TRICOLOR).
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4.5 Charakterizace PPM1D NTD
Po optimalizaci exprese a purifikace PPM1D NTD, diky které byl ziskan stabilni protein

o vysoké urovni Cistoty, bylo piistoupeno k charakterizaci tohoto proteinového konstruktu

v kontextu enzymové aktivity a struktury.

4.5.1 In vitro méreni vnitini fosfatasové aktivity se substratem pNPP

Pted dalsi charakterizaci a studiem proteinu PPM1D NTD bylo nutné ovéfit, Ze proteinovy
konstrukt vykazuje fosfatasovou aktivitu v in vitro podminkéch. Pro tyto ucely bylo vyuzito
nespecifického substratu, jimz byl para-nitrofenylfosfat (pNPP). Metoda musela byt
optimalizovana v kontextu slozeni reak¢niho pufru 1 mnoZzstvi substratu v reakéni smési, nebot’
v pocatecnich fazich méteni nebyl pozorovan zadny signal. Jak ukazuje Obrazek 21 (panel C),
pti vysokych koncentracich pNPP (8mM, 4mM) nevykazuje fosfatasa PPM1D NTD spolehliveé
detekovatelnou aktivitu vici substratu. Optimalni koncentraci pNPP pro méfeni fosfatasové
aktivity PPM1D NTD byla 1mM. Pfi zméné mnozstvi enzymu PPM1D NTD (2600nM—19nM)
byl pozorovan koncentraéné zavisly pokles konverze substratu (viz Obrazek 21, panel A).
Napfi¢ riznymi koncentracemi PPMID NTD neni bez piitomnosti hofecnatych iontt

fosfatasova aktivita pozorovana (viz Obrazek 21, panel B).
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Obrazek 21: Vysledek méieni fosfatasové aktivity proteinového konstruktu PPM1D NTD vici pNPP. A —
Zavislost konverze substratu (%) na koncentraci PPMID NTD (nM) (zelen¢ s hofecnatymi ionty, Sed¢ bez
hotecnatych iontil). B — Zavislost konverze substratu (%) na koncentraci PPM1D NTD (nM) (zelené s hofe¢natymi
ionty, Sedé bez hotecnatych iontil) s detailem na vysledek bez hotecnatych iontl. C — Zavislost latkového mnozstvi
produktu reakce na koncentraci PPM1D NTD pro rizné koncentrace pNPP (odstiny zelené). Objem reakénich
smesi byl 125 pul. Reakce probihala pti 25 °C po dobu 2 hodin (20mM HEPES, 175mM KCIl, 25mM NaCl, 20mM
MgCl,, 0,1lmM TCEP, 0,2mg/ml BSA). Reakce byla zastavena pfidanim 125 ul 2M NaOH. Mnozstvi produktu
bylo ziskano méfenim absorbance pii 405 nm a konverze substratu spoctena vici pfidanému mnozstvi substratu
do reak¢nich smési.
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4.5.2 SEC-SAXS

SAXS je strukturni metoda s nizkym rozliSenim. I ptesto metoda poskytuje uzite¢né informace
o velikosti, flexibilit¢ a tvaru molekul. V usporadani SEC-SAXS ptedchdzi méfeni gelova
permeacni chromatografie. Synchrotronova rozptylova data byla ziskdna na pracovisti P12 na
okruhu Petra III v ramci Evropské laboratofe pro molekularni biologii (DESY, Hamburg,

Némecko).

Pomoci gelové permeacni chromatografie byl od proteinu oddélen proteinovy agregat
(viz Obrazek 22, panel A), ktery by rozptylem rentgenového zéatreni poskytoval zkreslena data.
SAXS je kontrastni metoda, a tak signal z rozptylu rentgenového zafeni pufrem (viz Obrazek
22, panel A, Cerven¢) musel byt odecten od signalu z rozptylu na proteinu (viz Obrazek 22,
panel A, zelen¢) pomoci programu CHROMIXS. Pomoci programu PRIMUS byla pak po
odecteni obdrZena experimentalni rozptylova kiivka pro PPM1D NTD (viz Obrazek 22, panel
B). Pii vyssich hodnotach s se intenzita rozptylené¢ho zafeni ptiblizuje k nulovym hodnotam,

¢imz se ztraci detailni informace o struktuie.
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Obrazek 22: Data ziskané ze SEC-SAXS méieni. A — Chromatogram z gelové permeacni chromatografie, ktera
pfedchazela méteni SAXS. B — Rozptylova kiivka spoctena po odecteni signalu pufru (panel A, cervené) od
signalu proteinu (panel A, zelené€). Podminky gelové permeacni chromatografie — kolona Superdex 200 Increase
5/150 GL, pufr (50mM Tris (pH = 7,5), 175mM KCI, 25mM NacCl, 3% glycerol, 10mM MgCl,, ImM TCEP). Na
kolonu bylo nastfiknuto 50 pl roztoku proteinu o koncentraci 3,2 mg/ml. Vyhodnoceno pomoci programi
CHROMIXS a PRIMUS!.,

Pomoci programu PRIMUS pak byla ziskand rozptylova data vyhodnocena.
K vyhodnoceni SAXS dat se vyuziva n€kolik ptistupt. Jak ukazuje Obrazek 23 (panel A,
str. 61), vynos dat podle Guiniera je linearni. Linearita Guinerova vynosu (pro malé hodnoty s)

poukazuje na dobrou kvalitu vzorku. Kratkyho bezrozmérny vynos (viz Obrazek 23, panel B)
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po dosazeni maxima prudce klesa, coz je trend typicky pro kompaktni proteiny, ale maximum
je mirn¢ posunuto k vys$§im hodnotam sR,; (maximum u sRg = 1,73 je typické pro kompaktni
globularni proteiny). Na Obrazku 23 (panel C) je také znazornéna P(r) distribu¢ni funkce pro

¢astici PPM1D NTD s maximalni vzdalenosti v ramci molekuly (Dyax) v hodnoté 10,37 nm.
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Obrazek 23: Zpracovani dat ze SEC-SAXS méreni pro PPM1D NTD. A — Vyneseni dat podle Guiniera, jehoz
linearita znamena dobrou kvalitu vzorku. B — Kratkyho bezrozmérny vynos. Poloha maxima a intenzita poklesu
ktivky poskytuje informace o kompaktnosti, resp. flexibilité¢ studovaného systému. C — P(r) distribu¢ni funkce

znazoriujici maximalni vzdalenost v ramci molekuly (Dmax) v hodnot€ 10,37 nm. Vyhodnoceno pomoci programu
PRIMUS"!.

Z P(r) distribu¢ni funkce 1 Gunierovy aproximace (plati pro malé hodnoty s) pak bylo
mozné spocist parametry proteinu PPM1D NTD (gyra¢ni polomér R,, maximalni vzdalenost
v ramci molekuly Dyar, Poroditv objem molekuly ¥, odhad molekulové hmotnosti ¢astice M,,”
(z Porodova objemu, uzite¢né pii studiu komplexit)). Odhad molekulové hmotnosti (~43,2 kDa)
pomérmé dobie odpovidd molekulové hmotnosti proteinu vypoctené zjeho sekvence
(44,67 kDa). Vypocet gyracniho poloméru R, ziskany z Guinierovy aproximace, resp. P(r)
distribucni funkce poskytuje porovnatelné hodnoty. Parametry PPM1D NTD ziskané metodou
SAXS jsou uvedeny v Tabulce 29.

Tabulka 29: Strukturni parametry ziskané z vyhodnoceni SAXS dat

Parameter Experimentalni hodnota
R, (nm) (z Guinierové aproximace) 2,84+ 0,01
R, (nm) (z P(r) funkce) 2,85 +£0,01
Dmax (nm) 10,37
Porodiiv objem (nm?) 78,46
Odhad M,,” (kDa) ~432
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4.5.2.1 Modelovani proteinové obalky ab initio

Z rozptylovych dat byl vypocten model proteinové rozptylové obalky odrazejici tvar proteinové
castice v roztoku. Jedna se tedy o primérovany tvar molekuly. Ab initio modelovani bylo
provedeno v programu DAMMIF. Jak Ize vidét na Obrazku 24, model proteinové obalky

sestava z velké kompaktni centralni ¢asti a uzsi bocni ¢asti.

90 ° -y ; 90 °

Obrazek 24: SAXS model rozptylové obalky proteinu PPM1D NTD. Obalka byla modelovana v programu
DAMMIF"!. Znazornén je pohled z riiznych thlt. Obalka byla zobrazena a upravena v programu Pymol*.

Ziskana experimentalni data pak dal slouzila pro tvorbu strukturniho modelu PPM1D
NTD. K témto uceltim je potifebna sekvence cilového proteinu, jeho struktura a experimentalni
rozptylova kiivka ziskana ze SAXS méteni. Experimentélni struktura PPM1D s Pro-smyckou
neni dostupna, proto byla pouzita struktura predikovana algoritmem Alphafold2 (konkrétné jeji
usek 1-397, v této praci oznaCovan jako PPMID NTD). Teoretickd kiivka predikované
struktury PPMI1D NTD byla ziskdna v programu CRYSOL (na kvalitu proloZeni
s experimentalnimi daty poukazuje funkce nesrovnalosti x?). Pomoci programu SUSPALM
byla predikovana struktura superponovana do modelu proteinové obalky. Jak lze vidét na
Obrazku 25 (panel A, str. 63) bocni uzka ¢ast v proteinové obélce na zéklad¢ superimpozice

odpovida Pro-smyc¢ce. Mohutnéjsi ¢ast obalky zcela jisté odpovida katalytickému jadru.
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Obrazek 25: Predikovana struktura PPMI1D NTD (pomoci algoritmu Alphafold2, AF-015297-F1)
superponovana do proteinové obalky (A). Zelen¢ je zndzornéna Pro-smycka, tmavé cervené je zndzornéna flap
doména se syt¢ ¢ervenou B-smyckou. Zobrazen je pohled z riznych thld. B — Schematické znazornéni primarni
struktury PPM1D NTD s vyzna¢enymi useky (barvy koresponduji s modelem v panelu A). C — Teoreticka
rozptylova ktivka struktury (Zluté) predikované Alphafoldem2 po prolozeni s experimentalnimi rozptylovymi
daty. X?je tzv. funkce nesrovnalosti a poukazuje na kvalitu proloZeni. Vyhodnoceno pomoci programiéit SUSPALM
a CRYSOL™.

Kvalita proloZeni struktury predikované algoritmem Alphafold2 byla na irovni hodnoty
v*=1,97. S cilem zvysit kvalitu proloZeni bylo pfistoupeno k tvorbé strukturnich modeld, jichz
rozptylové kiivky by naméfenym datéim odpovidaly vice (niz$i hodnota ). Pomoci programii
EOM byly zpredikované struktury modelovany konformace PPMID NTD, které mély

odpovidat experimentalnim datim a pro které byly vypocteny teoretické rozptylové kiivky.

Strukturni modely se od predikované struktury 1i§i zménami v konformaci Pro-smyc¢ky.
Kvalita prolozeni (hodnota x%) se pro rtizné konformace signifikantn& nelisi a ani jeden
z konformerd neni v uplné shod¢ s experimentalnimi daty (viz Obrazek 26, panely B-E, str.
64). Lze ale pozorovat, ze ve vSech ptipadech Pro-smycka zajima extendovanou konformaci se

znac¢nou flexibilitou.
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Obrazek 26: Modely reprezentantii ruznych konformeri PPMI1D NTD vychazejici ze struktury
predikované algoritmem Alphafold2 (zelené). A — Strukturni porovnani modelovanych korformacnich stavi
Pro-smyc¢ky. B-E — Jednotlivé konformaéni stavy Pro-smyc¢ky s vypoctenymi teoretickymi kiivkami. Modelovani
konformerti bylo provedeno v programu. Teoretické rozptylové kiivky byly ziskany vyuzitim programu
CRYSOL"'. X?je tzv. funkce nesrovnalosti a poukazuje na kvalitu proloZeni.

4.6 Studium interakce PPM1D NTD/LZAP

Cilem této casti predkladané diplomové prace bylo nejen studium interakce mezi proteiny
PPMI1D NTD a LZAP ale 1 sledovani vlivu LZAP na fosfatasovou aktivitu PPM1D NTD. Pro
studium schopnosti PPM1D NTD tvofit komplex s proteinem LZAP byla vyuZita nativni TBE
elektroforéza. Méfeni vnitini fosfatasové aktivity v pfitomnosti a neptitomnosti LZAP bylo
provedeno s nespecifickym substratem, jimz by para-nitrofenylfosfat. Pro méteni fosfatasové
aktivity PPM1D NTD vuci fyziologickému substratu (kterym byla fosfop38 MAPK) bylo
vyuzito komeréné zakoupené sady, kterd umoznuje detekovat uvolnény fosfat, jakozto produkt

fosfatasové reakce.

4.6.1 Nativni TBE elektroforéza

Schopnost PPM1D NTD tvofit komplex s proteinem LZAP byla studovana za vyuziti nativni
TBE elektroforézy. Byly pfipraveny 3 vzorky obsahujici smés LZAP a PPM1D NTD v rGznych
molarnich pomérech (LZAP:PPM1D NTD — 1:2, 1:10, 1:20) a 1 kontrolni vzorek obsahujici
protein LZAP. Kontrolni vzorek pro PPM1D NTD pftipraven nebyl, nebot’ v ptipadé PPM1D

NTD kviili precipitaci i kvlli pH pouzitého pufru nedochazelo k migraci v gelu.
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Cilem proto bylo pozorovat migraci LZAP pfi titraci proteinem PPMI1D NTD.
Jednoznacnou tvorbu komplexu nebylo mozné pozorovat ani pii vysokych molarnich pomérech
LZAP:PPM1D NTD. Pti zvySovani poméru LZAP:PPM1D NTD lze pozorovat pouze nepatrny
ubytek LZAP v drahéach v zavislosti na mnozstvi PPM 1D NTD (intenzita pruhti postupné klesa,
viz Obrazek 27).

LZAP:PPM1D NTD
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Obrazek 27: Vysledek nativni elektroforézy pro ovéreni interakce mezi PPM1D NTD a LZAP. Vzorky ve
vSech drahach byly naneseny o objemu 20 ul. Jednotlivé drahy odpovidaji riznym molarnim pomérim
LZAP:PPM1D NTD. V prvni draze je samotny protein LZAP (50 pmol), ve druhé draze je LZAP:PPM1D NTD
(50 pmol:100 pmol), ve tieti draze je LZAP:PPM1D NTD (50 pmol:500 pmol) a ve ¢tvrté draze je LZAP:PPMI1D
NTD (50 pmol:1000 pmol). Elektroforéza probihala v TBE pufru (pH = 8,7) po dobu 2,5 hodin pfi vykonu 150 V.

4.6.2 Méreni vnitrni fosfatasové aktivity PPM1D NTD v pritomnosti LZAP

I presto, Zze vysledek nativni elektroforézy jednoznacné nepotvrdil tvorbu komplexu mezi
PPMID NTD a LZAP, bylo dal§im ukolem sledovani vlivu LZAP na aktivitu fosfatasy PPM1D
NTD. Pro tyto ucely byl jako substrat pouzit para-nitrifenylfosfat. Poméry pouZzité pii tomto
méteni odpovidaji poméram z kapitoly 4.6.1 (vice versa) a pro vSechny vzorky byla také
provedena kontrolni reakce s katalyticky neaktivnim mutantnim proteinem PPMID NTD

D314A.

Z dosazenych vysledk je zfeymy pokles fosfatasové aktivity PPM1D NTD v zavislosti
na pfitomnosti proteinu LZAP (viz Obrazek 28, str. 66). Vice nez 20% pokles aktivity Ize
pozorovat jiz pii molarnim poméru 1:2. DalS§im zvySovanim poméru PPM1D NTD:LZAP tento
trend pokracuje a pii poméru 1:20 je pokles aktivity PPM 1D NTD na trovni 60 %. Pro negativni
kontrolu (PPM1D NTD D314A s LZAP) je pozorovan jenom signal pozadi, jenz odpovida asi

15 % signalu pozitivni kontroly.
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Obrazek 28: Studium fosfatasové aktivity PPM1D NTD v pfitomnosti proteinu LZAP vyuZitim pNPP jako
substratu. Reakce probihala pfi 25 °C po dobu dvou hodin. Reakéni smés byla slozena z 2,51M PPM1D NTD,
20mM MgCl,, 0,02mg/ml BSA, 1mM pNPP. Vsechny slozky byly dialyzovany nebo rozpustény ve fosfatasovém
pufru (pH = 7.,5; 20mM HEPES; 175mM KCl; 25mM NaCl; 0,1mM TCEP). Reak¢ni smés méla objem 125 pl.
Reakce byla zahajena pridavkem enzymu a zastavena pfidanim 125 pul 2M NaOH. Po reakci bylo mnoZzstvi para-
nitrofenolatu stanoveno méfenim absorbance pfi 405 nm. Pfi vysledcich odpovidajicich riznym pomérim
PPMI1D:LZAP (osa x) je v zavorce uveden pouzity molarni pomé&r obou proteini.

4.6.3 Méreni fosfatasové aktivity PPM1D NTD vuiéi fyziologickému substratu
v pritomnosti LZAP
pNPP neni fyziologickym substratem proteinfostatasy PPM1D (jedna se spi§ o modelovy
substrat pfi studiu aktivity riznych fosfatas) a jeho vyuziti neposkytuje informace o vlivu
proteinu LZAP v kontextu schopnosti PPM1D rozeznévat a defosforylovat fyziologické
substraty. Toho bylo docileno vyuzitim komeréné zakoupené sady Malachite green assay kit
(Sigma Aldrich). Metoda umoznuje detekovat uvolnény fosfat a tim 1 studovat aktivitu
proteinfosfatas vii¢i specifickym substratim jako jsou fosforylované peptidy nebo

fosforylované proteinové substraty.

Substratem pro tuto reakci byla fosforylovana forma mysi izoformy proteinkinasy p38
MAPK (95% sekvencni identita s lidskou izoformou). Fosfop38 MAPK byla pfipravena
pomoci kinasy MKKG6, ktera p38 MAPK fyziologicky dvojité fosforyluje (na pozicich T180
a Y182, tento motiv je v buiice rozeznavan PPM1D) v reakci na bunécny stres. Fosforylace p38
MAPK na sekvenc¢nim motivu rozeznavanym PPMI1D (pTGpY, pozice T180, Y182) byla
ovétena pomoci hmotnostni spektrometrie. Hmotnostné spektrometrickd analyza prokazala asi

50% populaci fosforylované p38 MAPK (ve smési mono a difosforylované formy).
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Z vysledki méfeni fosfatasové aktivity PPMID NTD vuc¢i takto pfipravené
fosforylované p38 MAPK lze znovu pozorovat ubytek fosfatasové aktivity PPM1D NTD
v zavislosti na ptitomnosti proteinu LZAP (viz Obrazek 29). Pro toto méfeni byly vyuzity stejné
pomeéry obou proteinti (s rozdilem v pouzitych koncentracich, pro toto méfeni byla pouzita | uM
koncentrace PPM1D). Jako negativni kontrola byl opét vyuzit mutantni enzym PPM1D NTD
D314A. Vysledky tohoto méfeni maji stejny trend jako v ptipadé méfeni aktivity vici pNPP,
no v tomto ptipad¢ je pozorovany pokles fosfatasové aktivity mensi. Pro molarni pomér 1:20

je pokles aktivity 30%.
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Obrazek 29: Studium fosfatasové aktivity PPM1D NTD v pritomnosti proteinu LZAP vyuZitim in vitro
fosforylované p38 MAPK jako substratu. Reakce probihala pti 30 °C po dobu jedné hodiny. Reakéni smés byla
slozena z 1uM PPM1D NTD, 20mM MgCls, 0,02mg/ml BSA, 15uM fosforylované p38 MAPK. Vsechny slozky
byly dialyzovany nebo rozpustény ve fosfatasovém pufru (pH = 7,5; 20mM HEPES; 175mM KCI; 25mM NacCl,
0,1mM TCEP). Reakéni smés méla objem 50 pl. Reakce byla zahajena piidavkem substratu a zastavena pridanim
12,5 ul pracovniho roztoku (dodano v ramei zakoupené sady Malachite Green Assay kit). Po reakci bylo mnozstvi
uvolnéného fosfatu stanoveno méfenim absorbance pii 620 nm. Pfi vysledcich odpovidajicich riznym pomérim
PPMI1D:LZAP (osa x) je v zavorce uveden pouzity molarni pomér obou proteind.
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4.7 Studium interakce PPM1D/14-3-3
4.7.1 Predikce vaznych mist pro 14-3-3

Proteiny 14-3-3 rozeznavaji (s par vyjimkami) fosforylované motivy. V rdmci mozné interakce
s PPM1D byla nejdiiv identifikovana vazna mista pro proteiny 14-3-3. K témto tcelim slouzi
algoritmus 14-3-3-Pred. Algoritmus vyuziva k predikci tii metody. Vybrana byla mista, ktera
byla urCena jako vazna mista pro 14-3-3 vyuzitim vSech tii metod. Takto byla v sekvenci
PPM1D nalezena mista Ser46, Ser96/97, Thr261, Ser432. Po porovnani s publikovanymi daty
o fosforylaci PPM1D byla jako fyziologicky relevantni uréena mista Serd6 a Ser97 (viz

Obrazek 30, cervené). Oba tyto mista jsou lokalizovany na Pro-smycce.
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Obrazek 30: Schematické znazornéni primarni sekvence PPM1D. V dolni ¢asti obrazku jsou zndzornény
mista, jejichz fosforylace byla zminéna v publikacich. VSechna tato mista se nachazeji v oblasti Pro smycky
(zelen€). V horni casti jsou vyznaceny sekvencni motivy, které byly predikovany jako vazna mista pro proteiny
14-3-3. Cervené jsou vyzna¢ena mista, ktera jsou ve shodé s publikovanymi daty o fosforylaci. Modie ta, o jejichz
fosforylaci dosud nejsou informace.

4.7.2 Optimalizace in vitro fosforylace PPM1D NTD

K in vitro fosforylaci PPM1D NTD na pozicich Ser46 a Ser97 bylo vyuZito proteinkinasy A
(PK A). Aby byla eliminovana moznost fosforylace na pozici Ser44, ktera by mohla interferovat
pii vazbé 14-3-3, byla tato pozice mutovana za arginin (proto byla vSechna méfeni v této
diplomové préci provedena s konstruktem PPM1D1.397 S44R, ktery je v této praci oznacovan
jako PPMID NTD). V ramci optimalizace bylo zkouSeno nékolik fosforylacnich protokold
(riizna inkubacni teplota, ¢as inkubace, pouzitd kinasa (PK A nebo PK B), mnozstvi pouzité
kinasy, koncentrace PPM1D NTD, pouzity pufr). Finalni protokol uvedeny v metodické ¢asti
této prace (viz kapitola 3.5.7.1, str. 48) je tedy vysledkem dlouhodobého optimaliza¢niho

procesu.
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Pouzitim tohoto protokolu bylo dosazeno fosforylace jenom na pozici Ser46. Na zaklad¢
hmotnostné spektrometrickych métfeni (méfeni intaktni hmotnosti proteinu PPM1D) je
populace této monofosforylované formy téméi 100%. Pozice v aminokyselinové sekvenci byla
ovéfena diky Stépeni trypsinem pomoci LC-MS meéteni. Fosforylovany peptid obsahuje 2
seriny, které by mohli podléhat fosforylaci, ale jenom pozice Serd6 svou okolni sekvenci
odpovida cili rozeznavanému PK A. Méfeni a analyza hmotnostné spektrometrickych dat byly

provedeny Mgr. Pavlou Vankovou, Ph.D..

PKB PKA
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Obrazek 31: Vysledky LC-MS méieni po optimalizaci in vitro fosforylace PPM1D NTD pomoci PK B, resp.
PK A. Pii pouziti obou PK B nebyla pozorovana tvorba fosforylované formy PPM1D na zadné pozici (modfe, viz
chromatograficky zaznam z LC-MS méfeni po $tépeni vzorku trypsinem). Pfi pouziti PK A byla pozorovana
fosforylace na pozici Ser46. Méfeni intaktni hmotnosti PPM1D NTD prokazalo témét 100% tvorbu této
monofosforylované formy PPM1D NTD. Fosforylaéni smés obsahovala 0,15 mg PPM1D NTD; 20mM MgCl,;
0,75mM ATP; 280 U PK A/mg PPM1D NTD; resp. 4 ul PK B (730 U/ml)/0,15 mg PPM1D NTD. Hmotnostné
spektrometrickd méfeni byla provedena Mgr. Pavlou Vaiikovou.
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5 Diskuse

Proteinfosfatasy jsou vyznamnou skupinou enzymii. Vzhledem k ditilezitosti fosfatové skupiny
(nejen) v signadlnich drdhdch je vyznam a dilezitost téchto enzyml nezpochybnitelna.
Proteinfosfatasy Ize rozdélit podle defosforylovaného aminokyselinového zbytku na nékolik
skupin. Svou ¢etnosti vyrazné pievazuji Ser/Thr proteinfosfatasy, jez 1ze rozd€lit na dvé rodiny,
PPP a PPM. Predkladand diplomova prace se vénuje fosfatase PPM1D, dilezitému zéstupci
rodiny PPM proteinfosfatas. PPM 1D, neboli WIP1 je dllezitym negativnim regulatorem tumor
supresorového transkripéniho faktoru p53. PPM1D se pfimo podili na regulaci p53 skrze jeho
defosforylaci na pozici Serl5. Defosforylaci jeho dalsich regulatorti (Chk1/2, Mdm2, ATM
atd...) se PPMI1D na regulaci p53 podili i nepfimym zpiisobem (viz kapitola 1.3.3, str. 22)!.
Zastupci rodiny PPM se mezi sebou li§i pfitomnosti inzerci v ramci katalytické domény, ¢i
délkou N- a C-termindlnich ¢asti, coz z kazdého z nich naptiklad v kontextu substratové
specifity dél4 zcela jedine¢ny enzym?’. Vhodnym piikladem pro demonstraci t&chto rozdili je
dvojice PPM1A a PPMI1D. Zatimco PPMI1A je diky své aktivité fazen mezi tumor supresory,
PPMID je prokdazanym onkogenem. Rozdilné chovani téchto enzymii vychazi z ptitomnosti
Pro-smycky a B-smycky v ramci katalytické domény PPMI1D, ¢i z jeji dlouhé C-terminalni
domény (popisem téchto usekil se vénuje kapitola 1.3.2, str. 15). O téchto usecich PPM1D,
jakymi jsou Pro-smycka ¢i C-termindlni doména, mame dosud malo informaci, nebot’ jejich
pritomnost vyrazné stézuje praci s timto proteinem. Krystalova struktura katalytické domény
PPMI1D, jez byla publikovana v Cervenci 2024, naptiklad zcela postradd Pro-smycku a 1

v oblasti funkéné dilezité flap domény obsahuje nékolik mutaci®,

Vzhledem k informacim o struktufe proteinu PPM 1D, jeho vlastnostem, a i vzhledem
na neuspésné snahy pfipravit protein PPM1D o celé délce 1-605 (data nejsou soucasti
diplomové prace), bylo v ramci této diplomové prace pfistoupeno k zkraceni proteinu PPM1D
na délku 1-397. Tato varianta proteinu byla navrZena tak, aby bylo dosaZeno co nejvétsi
stability. Jak jiz bylo naznaceno, v piipad€ studia fosfatasy PPM1D se k jeji zkraceni ptistupuje
pomeérné Casto. Tento postup je ve strukturni biologii bézny, piesto neptfedstavuje optimalni
feSeni, nakolik je informacni vystup o proteinu omezen pouze na jeho ¢ast. V tomto piipadé je
studium podobné zkracenych konstrukti PPM1D vysoce relevantni, nebot’ v n€kolika studiich
jsou popsany zkracené formy PPM1D (naptiklad 1-410), které jsou proteolyticky stabiln&jsi,
coz vede k jejich akumulaci v nadorovych buiikach*!. Konstrukt PPM1D; 397 pro uéely dalgich

studii obsahoval mutaci S44R a v této praci je pro prehlednost oznacovan jako PPM1D NTD.
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Pro dalsi zvySeni proteinové exprese bylo kromé zkraceni pfistoupeno i1 k fuzi PPM1D NTD

s thioredoxinem.

Experimentalni ¢ast predkladané diplomové prace lze rozd¢€lit na dveé hlavni ¢asti. Prvni
a Casov¢ velmi naroc¢na ¢ast méla za cil optimalizovat ptipravu PPM1D NTD na urovni exprese
a purifikace. V ¢asti druhé byla s optimalizovanym vzorkem provedena méteni za icelem jeho

charakterizace a také studia jeho protein-proteinovych interakci.

Jak bylo zminéno, v prvni ¢asti bylo nejdiiv nutné optimalizovat heterologni expresi
TRX-PPMID NTD v bunkédch E. coli. V uvodnich krocich byl pozorovan vysoky obsah
proteinu v peletni frakci sonikétu (viz Obrazek 13, str. 52). Bunky E. coli takovym zptisobem
reaguji na nepiirozené€ vysokou a rychlou expresi proteint, jeZ je dosazena vyuzitim expresniho
systému s T7 polymerasou’?. Vysok4 rychlost exprese neumoziiuje proteinfim zaujmout nativni
usporadani a bunky E. coli tak s cilem zamezit tvorbé nerozpustnych proteinovych agregati
v cytoplasmé indukuji jejich transport do inkluznich t&lisek’?. Pro optimalizaci exprese bylo
provedeno nékolik expresnich testl s riznymi expresnimi podminkami (doba exprese, teplota,
koncentrace IPTG). Zpomaleni exprese (dosazeno nizsi expresni teplotou ¢i nizsi koncentraci
IPTG) vedlo k obohaceni rozpustné supernatantni Casti, resp. proteinu v eluatu z niklové
afinitni chromatografie (viz srovnani paneld A-D na Obrazku 13, str. 52). Tento jev si
vysvétlujeme tim, Ze za finalnich zvolenych podminek (16 °C; 0,05mM IPTG; pies noc) byla
exprese zpomalena natolik, Ze nedochéazelo k tak intenzivni agregaci nesbalenych molekul
proteinu TRX-PPM1D NTD, ¢imz byl eliminovan jejich transport do inkluznich télisek (viz
panel D, Obrazek 13, str. 52).

Nasledovala optimalizace purifikaéniho protokolu s cilem zvysit Cistotu, stabilitu
a vytézek cilového preparatu. Prvni pokusy purifikovat PPMID NTD byly provazeny
nekvantitativnim stépenim TRX-PPM1D NTD, vysokou mirou precipitace St€peného proteinu
a nizkou urovni Cistoty finadlniho preparatu (viz vysledky uvedené v kapitole 4.3, str. 52). Pro
zahrnujicich rizné purifikacni kroky. Jako optimdlni byl zvolen protokol sloZeny z niklové
afinitni chromatografie, dialyzy za soucasného S$tépeni proteasou TEV pies noc, reverzni
niklov¢ afinitni chromatografie a gelové permeacni chromatografie (viz kapitola 4.3.1, str. 55).
Tento protokol vedl k prepardtu o nejvyssi kvalit¢ a byl dal optimalizovan pro zvySeni
proteinového vytézku. To si vyzadovalo zmény v pouzitych pufrech (pouziti chloridu
draselného misto chloridu sodného, zvySeni iontové sily pufti,...), promyvacich krocich
v ramci niklové a reverzni niklové afinitni chromatografie, ¢i detailii jako pouZiti koncentratori
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s niz§im délicim rozsahem. Ptidavek dalSich aditiv (napi. detergentl) jiz nevedl ke zvySeni
stability vzorku (prokdzano métenim diferencni skenovaci fluorimetrie, data nejsou soucasti
prace). Vysledkem je finalni purifikacni protokol uveden v metodické ¢asti prace, jehoz vyuziti
umoznilo reprodukovatelné ptipravit kolem 4 mg proteinu PPM1D NTD o vysoké Cistoté
(vysledna kvalita proteinového preparatu znazornéna na Obrazku 17, panel B, str. 56). Celkovy
vytézek byl v propoctu na expresi z jednoho litru LB média zhruba pétkrat vyssi nez na zacatku
prace s timto konstruktem (~0,15 mg vs. ~0,7 mg z litru LB média), coz vyrazn¢ zjednodusilo

dalsi praci.

V druhé casti této diplomové prace byl proteinovy konstrukt PPMID NTD
charakterizovan na urovni aktivity a struktury snéslednym studiem jeho komplexd.
Fosfatasova aktivita PPM1D NTD byla métfena vyuzitim para-nitrofenylfosfatu (pNPP). Tento
postup musel byt optimalizovan a v budoucnu bude moct byt vyuzit naptiklad pro testovani
aktivity riznych konstrukti PPMID a sledovéni vlivu pfipadnych mutaci na vnitini aktivitu
enzymu. Jak ukazuje Obrazek 21 (panel B str. 59), bez ptitomnosti hofecnatych iontil
nevykazoval enzym PPMI1D NTD zadnou, resp. spolehlivé detekovatelnou fosfatasovou
aktivitu. Toto pozorovani je ve shod¢ s informacemi o PPM rodiné¢ fosfatas, jez pro in vitro
aktivitu vyzaduji koncentrace iontl v fadech desitek mM. Jak je uvedeno v kapitole 1.3.1
(str. 13), tento jev lze vysvétlit potfebou vazby tfetiho iontu kovu, jenZ se mé do aktivniho

centra vazat velmi slab&®.

DalS§im krokem v charakterizaci konstruktu PPM1D NTD bylo meéfeni SAXS.
Konkrétné bylo pfistoupeno k usporddani SEC-SAXS. Bylo totiz pozorovano, Ze pfi
koncentrovani PPM1D NTD dochézi k jeho agregaci a standardni uspotfadani by ziejme vedlo
k vysledktim ovlivnénym ptitomnosti proteinovych agregatl, jez byly diky uspotfadani SEC-
SAXS odstranény (viz Obrazek 22, panel A, str. 60). Vyslednou kvalitu vzorku odrézi i linearita
Guinierova vynosu (viz Obrazek 23, panel A, str. 61). Cilem tohoto méfeni bylo ziskat
informace o povaze proteinového konstruktu PPM1D NTD s ohledem na Pro-smycku (30-99).
Tento usek je algoritmem Alphafold2 predikovéan jako nestrukturovany, ale zaroven je tento
region vysoce specificky pro PPM1D. To ma za disledek to, ze ho neni mozné ztotoznit
s podobnymi motivy v pfirod¢ a Alphafold ho tak predikuje s velmi nizkou mirou urcitosti

(pLDDT < 50).

Ze SAXS dat plyne né€kolik zavéra. Z poklesu kiivky v Kratkyho vynosu (viz Obrazek

23, panel B, str. 61) Ize usoudit, Ze se jednd o kompaktni ¢astici. Ta je tvofena pfedevSim
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katalytickym jadrem, které je napii¢ rodinou PPM vysoce konzervovano. Kompaktnost
katalytického jadra je ve shodé se strukturami ostatnich zastupci PPM rodiny?’. Maximum
ktivky je ale mirn€ posunuto smérem k vys$im hodnotdm soucinu sRg, kde jsou tidaje zaroven
zatizeny vys§i variabilitou. Tyto heterogenity obvykle vychéazeji z vyskytu flexibilnich &asti’>.
Tyto zavéry byly dal srovnany s modelem rozptylové proteinové obalky. Ta byla vypoctena
z experimentalnich dat. Jak lze vidét na Obrazku 24 (str. 62), na obalce jde rozliSit dvé casti.
Hrubsi mohutnéjsi ¢ast, kterd na zéklad¢ superimpozice odpovida katalytickému jadru a mensi
uzsi ¢ast, ktera odpovida zfejmeé Pro-smycce. Dalsi modelovani PPM1D NTD pfineslo n€kolik
modeli lisicich se konformaci Pro-smycky. Ve vSech téchto modelech zaujima Pro-smycka
extendovanou konformaci. Zarovenn zadny ztéchto modeli experimentdlnim datim zcela
neodpovida (x> = 1,4-1,9) a Ize predpokladat, Ze se jedna o flexibilni Gisek, ktery miiZze v roztoku

zajimat nékolik konformaci. Ziskana rozptylova obalka tedy reprezentuje jejich priamér.

Informace o Pro-smycce jsou dulezité z nékolika diivodli. Vzhledem na jeji vysokou
specificnost predstavuje dulezity strukturni isek PPM1D a tato prace jako prvni pojednava
o jejim skute¢ném chovani v roztoku. Dosud byly strukturni informace o Pro-smy¢ce omezeny
na trovni predikci. Na zaklad¢ dosud zjisténych informaci vime, ze se zfejmé& jedna o regulacné
dilezitou oblast. Bylo popsano n¢€kolik mist v rdmci Pro-smycky, které podléhaji fosforylaci in
vivo, coz na zéklad¢ publikovanych vysledkt vede ke sniZzeni fosfatasové aktivity PPM1D
v bufikach (viz kapitola 1.3.2.4, str. 20)*. Studium vlivu fosforylace naptiklad na konformaci
Pro-smycky miiZze byt proto do budoucna zajimavym cilem. Vzhledem k vysokému obsahu
prolinu v této oblasti totiz 1ze predpokladat, ze Pro-smycka miize zaujimat i jiné, rigidnéjsi
usporadani. V ramci této diplomové prace byla jednim zukoli i optimalizace in vitro
fosforylace na pozicich Ser46 a Ser97. T¢é bylo dosazené jenom na pozici Ser46 a na tomto
mist¢ je dulezit¢é zminit, ze 1 pii pouziti stejného protokolu byly dosazené vysledky
nereprodukovatelné¢ a pro dal$i ucely bude nutné in vitro fosforylaci dal optimalizovat.
Fosforylace na téchto (pfipadné 1 jinych) pozicich je kromé vySe zminénych diivodi zajimava
1 v kontextu vazby proteinli 14-3-3. Proteiny 14-3-3 jsou mimofadné zajimavou skupinou
proteintl. Samy katalytickou aktivitu postradaji. Vazbou na fosforylované motivy ale vyraznym
zpusobem moduluji své vazné partnery. Studie z roku 2017, kterd se vénovala systematické
analyze interaktomu proteinfosfatas, prokazala interakci PPMID s isoformou 14-3-3p¢7.
Interakce ve zminéné praci neni diskutovana, ale je identifikovana s vysokym skore urcitosti.
A pravé pozice Serd6 a Ser97 byly vramci této diplomové prace urCeny jako mista

zprostiedkujici tuto interakci (viz kapitola 4.7.1, str. 68). Konkrétné motiv kolem Ser46 je
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kanonickym 14-3-3 vaznym mistem, proti kterému jsou navrzeny protilatky vyuzivajici se pii
charakterizaci, izolaci, ¢i identifikaci proteint vazanych 14-3-374, Proteiny 14-3-3 maji zaroven
vysokou preferenci pro vazbu nestrukturovanych regiont, coz je ve shod¢ s nasimi SAXS daty
o Pro-smycce, kterd obsahuje ob¢ s potencialnich vaznych mist. Disledky takovéto interakce
jsou otazkou. Vzhledem na pozorovanou snizenou fosfatasovou aktivitou fosforylované
PPMID v bunikach je moznosti n¢kolik. Vazba 14-3-3 na PPM 1D mtize branit vazbé substrati,
¢i zpisobit konformacni zmény znemoziujici prabéh reakce. Jednim z efektd popsanych
v souvislosti s fosforylaci je 1 zvySena mira ubikvitinylace PPM1D. Bylo popsano, ze 14-3-3
muzou regulovat své partnery i zpfistupnénim mista pro ubikvitinylaci (zplsoby, jakymi
mohou 14-3-3 regulovat své vazné partnery jsou schematicky zndzornény na Obrazku 10, str.
25). Nicméné jsou v tomto bod¢ tyto scénare v souvislosti s PPM1D zcela spekulativni a pro
jejich studium je nutné interakci spolehlivé prokazat biofyzikdlnimi (SEC, nativni
elektroforéza, AUC, ITC...) ¢i biologickymi (koimunoprecipitace, dvouhybridni systém...)

metodami.

Mezi vazebné partnery PPM1D, které jsou v ramci této diplomové prace predstaveny,
patii i protein LZAP (viz kapitola 1.3.4, str. 24). LZAP je protein, ktery svou funkéni podstatou
pripomind 14-3-3. Katalytickou aktivitu postrada, vazbou na jiné proteiny ale mize modulovat
jejich aktivitu, strukturu ¢i interakce. Az doneddvna nebyly dostupné informace o struktuie
LZAP (mimo jiné zvaného také CDK5RAP3, IC53 ¢i HSF-27). Tento rok byla publikovana
Cryo-EM struktura nukleoproteinového komplexu, ve kterém hraje LZAP dulezitou roli

,leseni“”®

. Vroku 2011 byla publikovana studie, jenz prva naznacuje vztah a interakci mezi
LZAP a PPMID®. Studie zroku 2016 tuto interakci imunochemickymi metodami dal
potvrdila. Zavérem bylo pozorovani zvySené fosfatasové aktivity PPM1D, jenZ bylo zavislé na
piitomnosti LZAP®. Prvnim cilem bylo proto studium interakce LZAP a PPM1D. Vysledek
nativni elektroforézy nepotvrdil jednoznacnou tvorbu komplexu, pfi titraci LZAP proteinem
PPM1D NTD ale dochazelo k mirnému ubytku LZAP v drahach gelu (viz kapitola 4.6.1, str.
64). Tento vysledek nelze povazovat za prikazny, ale je nutno zminit, Ze nativni gelova
elektroforéza ziejmé& neni vhodnym néstrojem pro studium protein-proteinovych interakci
nasSeho proteinového konstruktu, jenZ pfi nizké iontové sile precipituje. Hodnota pH pufru pro
nativni elekroforézu (pH = 8,7) je zaroven v blizkosti teoretické hodnoty izoelektrického bodu

PPMI1D NTD (pl = 8,3). Pro dalsi studium této interakce proto navrhujeme pouziti analytické

centrifugace, ktera zdroven umoznuje studium i slabych interakci (K ~ pM).
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I presto, Zze se fyzickou interakci nepodafilo prokazat, bylo piistoupeno k méieni
fosfatasové  aktivity v pritomnosti LZAP (ve dvoundsobném, desetindsobném
a dvacetinasobném nadbytku vi¢i PPM1D NTD). In vitro méfeni vnitini fosfatasové aktivity
vuci pNPP vedlo k ptekvapivym vysledkiim. S rostoucim pomérem LZAP:PPMID NTD
dochazelo ke snizovani fosfatasové aktivity PPM1D NTD, coz je v rozporu s dosavadnimi
poznatky o vlivu LZAP na aktivitu PPM1D. Prace z roku 2016 vyuziva jako substraty k studiu
vnitini aktivity PPM 1D fosforylované peptidy (se sekvenénim motivem p38 MAPK (pThr180),
p53 (pSerl5) ...). Ztohoto diavodu tyto vysledky nelze pfimo porovnat a interpretace
dosazenych vysledkt je problematicka, nebot’ pNPP neni fyziologickym substratem PPMI1D.
Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k ptipravé fosforylované formy p38 MAPK, kterd byla
vibec prvnim identifikovanym substratem PPMI1D. K témto ucelim bylo vyuZito kinasy
MKKG6 (postup viz kapitola 3.5.7.2, str. 49). Pouzita sada Malachite Green Assay (Sigma-
Aldrich) umoziiuje detekovat uvolnény fosfat a tim poskytuje i vétsi variabilitu pouZzitych
substratt. I pfi vyuziti tohoto pfistupu byl pozorovan min intenzivni ale stejny trend ve
vysledcich. Pfitomnost LZAP vedla k inhibici PPMID NTD a i pfi pouziti fyziologického
substratu bylo dosazeno vysledku, jenz je v absolutnim rozporu s dosavadnimi piedstavami
o roli interakce LZAP a PPMID v nadorovém procesu. LZAP byl popsan jako interakéni
partner n¢kolika substrati PPM 1D i samotné PPM1D. Spolu s vysledky prokazujicimi pozitivni
vliv LZAP na aktivitu PPM1D tyto zavéry predstavovaly zaklad pro hypotézu, ze LZAP hraje
roli zprostfedkovatele interakce mezi fosfatasou PPM1D a jeji substraty. Pro lepSi objasnéni
mechanismu plisobeni LZAP na PPM1D bude nutné vykonat experimenty i s dalSimi substraty
PPMI1D. Strukturni charakterizace komplexu LZAP/PPM1D (resp. LZAP/PPMI1D NTD), ¢i
LZAP a substratt PPM1D mize piinést dulezité informace o roli LZAP v regulaci
proteinfosfatasy PPM1D.
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6 Zaver
Predkladana diplomova prace se zabyva ptipravou a charakterizaci proteinfosfatasy PPM1D
a jeji protein-proteinovych komplext. Stanovenych cili bylo dosazeno ziskanim vysledkd, jez

1ze shrnout v nasledujicich bodech:

- Optimalizované expresni podminky (16 °C, 0,05mM IPTG) vedly k lepsi expresi
rozpustného fuzniho proteinu TRX-PPM1D NTD

- Optimalizace piipravy PPM1D NTD umoznilo ze 6 litri LB média ziskat protein
PPM1D NTD s vysokou cistotou a vytézkem pies 4 mg

- SAXS data naznacuji kompaktnost katalytické domény a flexibilitu pravdépodobné

extendované nestrukturované Pro-smycky

- Identifikovana vazebna mista pro 14-3-3 vramci PPM1D NTD, Ser46 a Ser96, se
nachazeji v oblasti Pro-smycky, jejiz flexibilita je ve shodé s preferenci 14-3-3 proteind.

Z téchto mist bylo mozné vyuzitim proteinkinasy A fosforylovat Ser46 (~100 %)

- Protein LZAP negativné reguluje aktivitu PPM1D NTD na trovni vnitini fosfatasové
aktivity 1 na irovni schopnosti PPM1D NTD defosforylovat fyziologicky substrat, jimz
v této diplomové praci byla fosforylovanad forma p38 MAPK, kterd byla pfipravena in
vitro vyuZitim kinasy MKK6
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Priloha 1

Aminokyselinova sekvence proteinového konstruktu PPM1D NTD (M,,=44 671 Da, p/=28,31)
po Stépeni proteasou TEV:

10 20 30 40 50 60
GSAMAGLYSL GVSVFSDQGG RKYMEDVTQI VVEPEPTAEE KPSPRRRLSQ PLPPRPSPAA
70 80 90 100 110 120
LPGGEVSGKG PAVAAREARD PLPDAGASPA PSRCCRRRSS VAFFAVCDGH GGREAAQFAR
130 140 150 160 170 180
EHLWGFIKKQ KGFTSSEPAK VCAAIRKGFL ACHLAMWKKL AEWPKTMTGL PSTSGTTASV
190 200 210 220 230 240
VIIRGMKMYV AHVGDSGVVL GIQDDPKDDF VRAVEVTQDH KPELPKERER IEGLGGSVMN
250 260 270 280 290 300
KSGVNRVVWK RPRLTHNGPV RRSTVIDQIP FLAVARALGD LWSYDFFSGE FVVSPEPDTS
310 320 330 340 350 360
VHTLDPQKHK YIILGSDGLW NMIPPQDAIS MCQDQEEKKY LMGEHGQSCA KMLVNRALGR
370 380 390 400
WRQRMLRADN TSAIVICISP EVDNQGNFTN EDELYLNLTD ENLYFQ
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