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.
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