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Studium vazebnych partnerii a modulace funkénich vlastnosti
kalmodulinu a jeho fuznich proteinovych variant

Abstrakt

Diserta¢ni prace se zabyva studiem kalmodulin (CaM) - dependentni modulace
podrodiny iontovych kanali TRPM, zapojenych do patogeneze kardiovaskularnich,
neurodegenerativnich ¢i nadorovych chorob. Celkem bylo na iontovych kanalech
TRPM4, TRPMS, TRPM6 a TRPM7 detailn¢ charakterizovano pét novych vazebnych
epitopt pro CaM. Vysledky molekulového modelovani a dokovani prokéazaly dobrou
piistupnost vazebnych epitopil pro interakci s CaM. Formace komplexti s CaM byla
podminéna ptitomnosti bazickych rezidui, typickych pro nekovalentni interakce CaM
s iontovymi kandly rodiny TRP. V ptipadé¢ TRPMS, TRPM6 a TRPM?7 se jedna o prvni
studie poukazujici na potenciondlni modulaci kanalli prostfednictvim CaM. CaM byl
dale studovan s ohledem na moZznou optimalizaci vlastnosti molekuly v ramci fuznich
proteinovych konstruktd. Spojenim CaM s vnitiné neuspoifadanou C-koncovou
doménou proteinu ameloblastinu (AMBN-Ct) byla ziskana inovativni fizni molekula
CaM/AMBN-Ct. Spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD) a vazebné studie
prokazali zachovani pozadovanych strukturné-funkénich  vlastnosti CaM
v CaM/AMBN-Ct. Vysledky sedimentacnich analyz i spektroskopie CD poukdzaly na
komunikaci fiznich partneri. Vzdjemné kontakty mezi CaM a AMBN-Ct ve fuzni
molekule vedly k signifikantnimu navySeni teplotni stability CaM. Fazni konstrukt
CaM/AMBN-Ct tak muze byt zakladem designu stabilnéjSich
biomedicinsky/biotechnologicky vyuZitelnych molekul zaloZzenych na unikatnich

vlastnostech molekuly CaM.

Kli¢ova slova: Ameloblastin, fizni proteiny, iontové kandly TRPM, kalmodulin,

proteinove inZenyrstvi, vnitin€ neuspotadané proteiny



Study of binding partners and modulation of calmodulin functional
properties and its fusion protein variants

Abstract

The thesis studies calmodulin (CaM)-dependent modulation of the TRPM ion
channel subfamily involved in the pathogenesis of cardiovascular, neurodegenerative
diseases or cancer. In total, 5 new CaM-binding epitopes were characterized in detail
in TRPM4, TRPMS, TRPM6, and TRPM7. The results of molecular modeling and
docking showed good accessibility of the binding epitopes for an interaction with CaM.
The presence of basic residues, typical for non-covalent CaM interactions with TRP,
was required for the formation of complexes with CaM. As regards TRPMS, TRPM6,
and TRPM?7, this is the first study that indicates their potential modulation by CaM.
Furthermore, CaM was studied in terms of possible optimization of the properties of
the molecule in fusion protein constructs. The innovative fusion molecule
CaM/AMBN-Ct was obtained by fusing CaM and an intrinsically disordered C-
terminal domain of ameloblastin (AMBN-Ct). As shown by circular dichroism (CD)
spectroscopy and binding studies, the required structural and functional properties of
CaM are preserved in CaM/AMBN-Ct. The results of sedimentation analyses and CD
spectroscopy indicated communication between the fusion partners. Mutual contacts
between CaM and AMBN-Ct in the fusion molecule resulted in a significant increase
in thermal stability of CaM. The CaM/AMBN-Ct fusion construct thus may be used for
the design of more stable molecules based on unique CaM properties, for biomedical

and biotechnological applications.

Key words: Ameloblastin, calmodulin, fusion proteins, intrinsically disordered

proteins, protein engineering, TRPM ion channels
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1. Uvod do problematiky
1.1. Kalmodulin

Kalmodulin (CaM) je evolu¢né¢ konzervovany intracelularni protein vSech
eukaryotickych buné¢k. CaM monitoruje zmény intracelularni koncentrace vapenatych
iontl a ndsledné reguluje aktivitu esencidlnich signaliza¢nich kaskad fidicich bunéénou

proliferaci, diferenciaci, apoptdzu ¢i autofagii (Berchtold and Villalobo, 2014).

1.1.1. Struktura a vazebné vlastnosti CaM

CaM je maly (16,7 kDa) a-helikéalni protein, jehoZ N- 1 C-koncova globularni
doména obsahuje vzdy 2 motivy tzv. EF-ruky zaji$t'ujici interakci s ionty Ca®" (Barbato
et al., 1992, Kuboniwa et al., 1995). V disledku vazby Ca*" dochazi k reorientaci o-
helixt CaM a zpfistupnéni hydrofobnich vazebnych motivii pro cilové proteiny.
Formace prvnich popsanych komplexti CaM s cilovymi proteiny probihala pravé pii
navySeni intracelularni koncentrace iontti Ca**. Nové vazebné epitopy pro CaM/Ca*"
jsou identifikovany na zaklad¢ typickych biochemickych a biofyzikalnich
charakteristik, jako je amfipaticky charakter sekvence s alespont 2 hydrofobnimi
aminokyselinovymi rezidui a vmezetenymi zbytky bazickych aminokyselin ¢i tendence
k tvorbé a-helikalnich struktur (Bahler and Rhoads, 2002). Dle pozice kli¢ovych
hydrofobnich aminokyselin jsou vazebné motivy pro CaM tazeny do 2 hlavnich (1-10,
1-14) a 4 minoritnich (1-3, 1-16, 1-17, 1-18) skupin (Grant et al., 2020).

CaM disponuje enormni konformacni plasticitou danou jednak pfitomnosti
flexibilniho linkeru mezi jeho N- a C-koncovou doménou a déle odliSnou vazebnou
afinitou jednotlivych motivii EF-ruky k iontim Ca** (Liu et al., 2017, Liu et al., 2019).
Vysledkem je Siroké spektrum moZnych vazebnych médi CaM (od vysoce

kompaktnich aZz po natazené) a schopnost interakce s vice nez 300 cilovymi proteiny



véetné¢ fady zastupcli nejpocetnéjsi rodiny iontovych kanali — transient receptor

potential (TRP) kanalli (Fallon and Quiocho, 2003, Johnson et al., 2018, Zhu, 2005).

1.2. TRP kanaly

Rodinu TRP kandlii tvofi polymodélné aktivované kationtové kandly, jejichz
dysfunkce souvisi s rozvojem nadorovych, kardiovaskularnich, neurodegenerativnich,
¢1 metabolickych onemocnéni (Nilius, 2007). Lidsk¢é TRP kandly jsou dle sekvencni
homologie ¢lenény do 6 podrodin: TRPC (canonical), TRPV (vanilloid), TRPM
(melastatin), TRPML (mucolipin), TRPPP (polycystin) a TRPA (ankyrin) (Samanta et
al., 2018). Nejpocetnéjsi podrodinou, spojenou s tfadou patologickych stavi, je

podrodina TRPM.

1.2.1. Podrodina TRPM

Podrodina TRPM zahrnuje 8 iontovych kanalll ¢lenénych na zaklad€ sekvencni
homologie do 4 podskupin: TRPM1/TRPM3, TRPM2/TRPMS8, TRPM4/TRPMS a
TRPM6/TRPM7 (Harteneck, 2005). lontoveé kanaly podrodiny TRPM typicky
disponuji  homotetramerni  strukturou, kdy kazdou podjednotku tvoii 6
transmembranovych segmentli a intracelularni N-konec konec se 4 melastatinovymi
homolognimi oblastmi (Huang et al., 2020). Cytoplazmaticky C-konec TRPM kandlu
obsahuje TRP doménu a doménu typu coiled-coil. Unikatni charakteristikou C-konce
TRM2, TRPM6 a TRPM7 je navic pfitomnost domény s enzymatickou aktivitou.
(Perraud et al., 2001, Ryazanova et al., 2001) Kanaly podrodiny TRPM jsou piitomny
v Sirokém spektru tkani a jejich dysregulace ma enormni patofyziologicky dopad
(Jimenez et al., 2020). Mezi nejrozsifenéjsi modulatory jejich aktivity patii oscilace
intracelularni hladiny iontti Ca®>" (Hasan and Zhang, 2018). Ty mohou TRPM kanaly
regulovat bud’ pfimou interakci, nebo je efekt zmény hladiny Ca?** zprostiedkovan

proteiny navazujicich signalnich drah (Vangeel and Voets, 2019).



1.2.3.1. CaM-dependentni regulace podrodiny TRPM

Vramci rodiny TRP kandla pfedstavuje CaM rozsifeny pozitivni 1 negativni
regulator (Hasan and Zhang, 2018). U podrodiny TRPM byla prokdzana ptima regulace
prostfednictvim CaM v ptipadé TRPM4 a TRPM2, avSak u vétSiny cClenl této
podrodiny byly identifikovany vazebné epitopy pro CaM, jejichz funkéni vyznam
zbyva ovéfit, nebo jejich popis dosud chybi (Nilius et al., 2005, Tong et al., 2006).

U podskupiny TRPM1/TRPM3 bylo identifikovano 5 vazebnych epitopil pro
CaM na TRPM3, poukazujicich na zapojeni CaM do jeho negativni zpétnovazebné
regulace (Przibilla et al., 2018, Holakovska et al., 2012, Holendova et al., 2012).

Regulace prostiednictvim CaM probihd u obou =zastupcl podskupiny
TRPM2/TRPMS8. CaM/Ca?" funguje jako pozitivni zp&tnovazebny modulator kanalu
TRPM2, ktery disponuje 2 fyziologicky vyznamnymi vazebnymi epitopy pro CaM
(Tong et al., 2006, Gattkowski et al.,, 2019). U TRPMS8 dochazi k negativni
zpétnovazebné regulaci aktivovanym CaM (Sarria et al., 2011). Ten pravdépodobné
moduluje TRPMS8 bud’ piimou vazbu nebo prostiednictvim PIRT, kdy CaM/Ca*
disociuje z klidového komplexu CaM/PIRT a volny PIRT sniZzuje dostupnost
aktivac¢nich molekul PIP2 (Sisco et al., 2020). ,

Aktivace ¢lenli podskupiny TRPM4/TRPMS je podminéna narGstem
intracelularni hladiny Ca*" a v ptipadé TRPM4 je spjata s molekulou CaM (Hofmann
et al., 2003, Nilius et al., 2005). U 3 vazebnych epitopit TRPM4 bylo detailn¢ popsano
vazebné rozhrani s CaM, ptficemZ vazebné¢ misto na C-konci TRPM4 se piekryva
s fragmentem TRPM4 nezbytnym pro jeho pozitivni zpétnovazebnou regulaci zavislou
na CaM (Bousova et al., 2018, Bousova et al., 2020). (Nilius et al., 2005). U TRPMS5
byl identifikovan jediny vazebny epitop pro CaM poukazujici na potencialni zapojeni

CaM do Ca**-dependentni regulace TRPMS5 (Bousova et al., 2022).
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V rédmci podskupiny TRPM6/TRPM7 bylo u TRPM6 1 TRPM7 popsano 1
vazebné misto pro CaM, indikujici moznost CaM-dependentni regulace c¢lentli
podskupiny TRPM6/TRPM?7 (Zouharova et al., 2019, Bousova et al., 2021b).

Navzdory Sirokému patofyziologickému dopadu dysregulace TRPM zlstavaji
poznatky ohledné¢ CaM-dependentni modulace této podrodiny velmi omezené.

Objasnéni jejich regulace pfitom predstavuje kliCovy krok pro vyvoj novych terapeutik.

1.3. Proteinové inZenyrstvi

Rozvoj proteinového inZenyrstvi umoznuje cilenou modifikaci stavajicich nebo
vytvoreni novych funkci proteinti a jejich nasledné biomedicinské/biotechnologicke
vyuziti. Mezi atraktivni metody proteinového inzenyrstvi patii technologie
proteinovych fuzi, umoziujici pfipravu bi/multi-funkénich proteinti nebo modulaci

stavajicich vlastnosti fuznich partnerd.

1.3.1. Fuzni proteiny a jejich vyuziti v biomediciné

Uspésny design flznich proteinii je podminén vzajemnou kompatibilitou
vlastnosti jednotlivych molekul, volbou vhodnych peptidovych linkert nebo deleci
neesencialnich ¢asti molekul pro zlepSeni prostupnosti zejména nadorovych tkani.
Mimo jiné je tieba zhodnotit i1 vliv vzajemné orientace fuznich partnerii na ustaveni
mezi-doménové komunikace a vyslednou strukturu/stabilitu novych molekul (Bousova
et al., 2021a).

Prvnim schvalenym léCivem z kategorie fiznich terapeutik byl Enbrel. Enbrel
naleZzi mezi tzv. decoy receptory a je tvofen vazebnou doménou receptoru p75 pro
tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a) a konstantni ¢asti (fragment Fc) lidského
imunoglobulinu G1 (Goffe and Cather, 2003). Enbrel funguje jako kompetitivni
inhibitor TNF-a, ktery je spojen srozvojem chronickych zanétlivych onemocnéni.
Kli¢ovou vlastnosti fuznich terapeutik je moZznost cileni do mista uréeni in vivo.

Fragmenty protilatek fizované s cytokiny nachazi uplatnéni zejména pii 1€¢bé
11



nadorovych nebo chronickych zanétlivych onemocnénich (Mansurov et al., 2021). Na
presném cileni terapeutik jsou dale zaloZeny imunotoxiny s cytotoxickou slozku pro
terapii nadorovych ¢i infekénich onemocnéni (Mathew and Verma, 2009, Spiess et al.,
2016). Prostfednictvim konstruktl protilatka/enzym Ize cilit substitu¢ni enzymatickou
terapii v pfipadé¢ Pompeho choroby nebo mukopolysacharidoz (Yi et al., 2017,
Fecarotta et al., 2018). Konstrukty typu protildtka/enzym mohou také aktivovat
nasledné podané prolécivo a minimalizovat systémové efekty zejména nadorové terapie
(Mishra et al., 2018). Design tady faznich terapeutik byl dale optimalizovan pro
zajisSténi prichodnosti hematoencefalickou bariérou prosttednictvim cileni na

inzulinové nebo transferinové receptory (Pardridge and Boado, 2012).

1.3.1.1. Fuzni proteiny zaloZené na CaM

Design fuznich konstrukti odvozenych od CaM vyuziva zejména konformacénich
zmén molekuly CaM pfti vazebnych interakcich. Typickym piikladem jsou kalciové
biosenzory zalozené na fizi CaM a fluorescencnich proteintl, reagujicich na
konforma¢ni zmény v CaM zménou svych fluorescencnich vlastnosti. Kalciové
biosenzory nachazi vyuziti pfi studiu gastrulace ¢1 neuralni okruhii v motorickém a
somato-senzorickém kortexu (Shindo et al., 2010, Tian et al., 2009).

Biosenzory zaloZzené na CaM lze dale vyuzit jako high-throughput technologii
pro detekci farmakologicky atraktivnich ligandi CaM. Pii aktivaci téchto biosenzort
ionty Ca?" dochazi napt. k vazbé fenothiazinovych derivati a piibuznych tricyklickych
antidepresiv.  k molekule CaM a zméné fluorescenéni emise fuzovanych
fluorescencnich proteinti (Dikici et al., 2003). Kromé antidepresiv mohou inhibitory
CaM nachazet vyuziti také pti 1écbé bolesti ¢i neurodegenerativnich a nadorovych
onemocnéni (Olah et al., 2007, O'Day, 2020, Jung et al., 2010).

Vlastnosti CaM Ize kromé& designu biosenzorit uplatnit pii optimalizaci
rekombinantni produkce terapeuticky vyznamnych proteint. Fuze s CaM umoziuje

v buiikach E. coli dostateCnou expresi solubilnich antimikrobialnich peptidii (AMPs),
12



ackoli samostatné peptidové sekvence vykazuji znacnou cytotoxicitu (Ishida et al.,
2016). AMPs sdili vysoky stupeit podobnosti s vazebnymi motivy pro CaM a v ramci
fazniho konstruktu dochézi k jejich maskovani prostiednictvim interakei s molekulou
CaM. Fuzni expresni systémy mohou CaM vyuzivat rovnéz jako univerzalni
purifikacni kotvu pro hydrofobni interak¢éni chromatografii.

Vlastnosti aplikacné€ vyznamnych molekul jsou €asto optimalizovany pro pouZiti
v suboptimalnich podminkédch. Vysoky modulaéni potencidl nabizi flze s vnitiné
neusporadanymi proteinovymi sekvencemi, kdy na podkladé jejich enormni
konformacni flexibility dochazi ke komunikaci mezi fiznimi partnery (Zouharova et

al., 2021).

1.4. Vnitiné neusporadané proteiny a ameloblastin

Vnitin€ neuspotfadané proteiny (IDPs) zaujimaji Siroky soubor vzajemné
prechazejicich konformacnich stavii bez stabilni 3D struktury (Uversky and Dunker,
2010). Do podskupiny IDPs interagujicich s ionty Ca*' patfi extracelularni protein
zubni skloviny ameloblastin (AMBN). AMBN se podili na tvorb&é matrice pro rist
hydroxyapatitovych krystalil, pfi¢emz sestavovani supramolekuldrnich struktur AMBN
tidi oligomeriza¢ni motiv v N-koncové doméné AMBN (Wald et al., 2017, Wald et al.,
2013). K vazbé iontti Ca** dochazi pravdépodobné v jeho acidické C-koncové doméné
(AMBN-Ct), ktera sama o sob& nema oligomeriza¢ni potencial a vazbu Ca?" zajistuje
pouze ve spojeni s oligomerizacni vlastnosti AMBN (Vetyskova et al., 2020).
Monomerni charakter samostatné AMBN-Ct a jeji kompletni vnitini neuspotrddanost
zni ¢ini vhodného kandidata pro modulaci proteinovych molekul v rdmci faznich

konstrukta.
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2. Hypotézy a cile disertac¢ni prace

Cast 1: Identifikace a charakterizace vazebnych mist pro CaM u podrodiny

iontovych kanali TRPM

CaM reguluje aktivitu stovek cilovych proteini zapojenych do kli¢ovych
fyziologickych procesl. Mezi diilezité cile molekuly CaM patii iontové kanaly rodiny
TRP. Jelikoz CaM predstavuje rozsifenou modulacni molekulu v rdmci rodiny TRP
kanalt, pfedpokladame existenci podobnych vazebnych mist pro CaM také u podrodiny

TRPM, kde zistavaly poznatky ohledné¢ CaM-dependentni regulace limitované.

Cilem prace je:
= Lokalizace a charakterizace novych vazebnych epitopit pro CaM na
intracelularnich koncich vybranych ¢lentt podrodiny TRPM (TRPM4,
TRPMS, TRPM6 a TRPM?7)
= QOvéfeni charakteristické role bazickych aminokyselinovych zbytkl
v zajisténi vazby molekuly CaM
= Konstrukce modelu CaM v interakei s nové identifikovanymi vazebnymi

epitopy podrodiny TRPM
Cist 2: Modulace vlastnosti CaM prosti‘ednictvim proteinovych fuzi

Vlastnosti aplikacné¢ vyznamnych molekul mohou byt optimalizovany
prostfednictvim metod proteinového inZenyrstvi. Mezi ucinné pristupy patii napf.
design fuznich proteinovych konstruktii za ucelem vylepSeni stavajicich nebo zisku
novych vlastnosti fuzovanych molekul. Univerzalnimi modulatory fiznich partnert
jsou zejména flexibilni vnitiné neuspotadané proteinové domény, schopné dynamicky
reagovat na zmény ve svém okoli. Fiznim partnerem CaM byla zvolena proteinova

doména tvotici C-konec ameloblastinu (AMBN-Ct). Vzhledem ke kompletné vnitiné
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neusporddanému charakteru AMBN-Ct ptedpokladdme vznik mezi-doménové

komunikace mezi fuzovanymi molekulami CaM a AMBN-Ct, kterd mize pozitivné

ovlivnit napft. teplotni stabilitu struktury CaM.

Cilem prace je:

Design a pfiprava fuzni molekuly zaloZené¢ na CaM a kompletn¢ vnitiné
neusporadané doméné AMBN-Ct

Potvrzeni nativni struktury CaM v molekule CaM/AMBN-Ct

Ovéteni  zachovanych vazebnych funkci CaM v CaM/AMBN-Ct
prostiednictvim interakce s diive popsanym vazebnym epitopem pro CaM
odvozenym z iontového kanalu podrodiny TRPM

Studium vlivu mezi-doménové komunikace na teplotni stabilitu CaM

v CaM/AMBN-Ct
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3. Material a metody

3.1. Purifikace proteini
3.1.1. Nativni purifikace CaM a CaM/AMBN-Ct

CaM ve vektoru pET3a byl exprimovéan a purifikovan dle standardniho protokolu
(Bousova et al., 2018) a pieveden do finalniho pufru 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 250 mM
NaCl, 2 mM CaCl;, (studium komplexiit CaM s vazebnymi epitopy odvozenymi od
TRPM) nebo 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, £ 10 mM CacCl, (studium fazniho
konstruktu CaM/AMBN-Ct). CaM/AMBN-Ct byl exprimovan v bunkéch E. coli Bl-21
z vektoru pET28b pii 15 °C/18 hod. Nasledné byly buiiky resuspendovany v lyzaénim
pufru (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM 2-Merkapto-EtOH, 2 mM EDTA)
a po jejich sonikaci byl CaM/AMBN-Ct purifikovadn prostiednictvim hydrofobni
chromatografie dle totozného protokolu jako molekula CaM. CaM/AMBN-Ct byl
dialyzovan do 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl a proteazou TEV odstépena
sekvence 6xHis pfi 4 °C/24 hod. Po ptidavku EDTA do koncentrace 10 mM byl
CaM/AMBN-Ct pteveden do finalniho pufru (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl,
+ 10 mM CaCl,) na kolon€ Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, Chicago,
IL, USA).

3.1.2. Denaturaéni purifikace AMBN-Ct

Podminky pro expresi AMBN-Ct byly totozné jako u CaM/AMBN-Ct. Po
resuspendaci bunck v lyzacnim pufru (50 mM Na,HPO, pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM
2-Merkapto-EtOH) a jejich sonikaci byla k solubilni frakci pfiddna mocovina do
koncentrace 8M. AMBN-Ct byl nanesen na Chelating Sepharose Fast Flow
s navazanymi ionty Ni** (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) a vyvazan elu¢nim pufrem
(50 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 600 mM NaCl, 8 M mocovina, 600 mM imidazol). Po
prevedeni do 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NacCl byla sekvence 6xHis odstépena
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proteazou TEV pii 4 °C/24 hod. a $tépna smes nanesena na Chelating Sepharose Fast
Flow s vazanymi ionty Ni** (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). Slab& navazany
AMBN-Ct byl eluovan pomoci 10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 100 mM NaCl, 100 mM
imidazol a po ptidavku EDTA do koncentrace 10 mM byl AMBN-Ct pfeveden do
finalniho pufru (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, £ 10 mM CaCl;) na koloné
Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).

3.2. Fluorescenc¢ni spektroskopie

Vazebné epitopy pro CaM oznacené fluoresceinem byly titrovany ptidavky
studovanych proteind. Fluorescence byla excitovana pii 490 nm a hodnoty Casové
ustalené anizotropie fluorescence (r) zaznamendny pii 530 nm. Mé&feni probihalo na
spektrofluorimetru K2 (ISS Inc., Champaign, IL, USA) pfi teploté¢ 25 °C. Podil

vazebnych epitopil v interakci (fraction bound, Fg) byl stanoven dle rovnice (1):
Fg = (t = Tmin)/[(Tmax — 1) Q + (r — Tmin)],

kde r je jednotlivd hodnota anizotropie, rmin anizotropie samotného vazebneho epitopu,
'max anizotropie pii saturacni koncentraci ligandu a Q je korekéni faktor (pomeér
kvantového vytézku vazané/volné formy znacené¢ho vazebného epitopu). Hodnota
rovnovazné disociacni konstanty komplexu (Kp) byla ziskana z proloZeni zavislosti Fg

na koncentraci ligandu rovnici (2):

__ Kp+[P1]+[P2]-/(Kp+[P1]+[P2])2—4[P1][P2]

Fp 2[P1] ’

kde [P1] oznacuje koncentraci vazebného epitopu a [P2] koncentraci ligandu.
Experimentalni data byla vyhodnocena v softwaru Sigmaplot 11.0 (Systat software, San

Jose, CA, USA).
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3.3. Analyticka ultracentrifugace

Sedimentaéni rychlost molekul byla méfena na analytické ultracentrifuze
ProteomelLab XL-I (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) s vyuzitim rotoru
An50-Ti. Experimenty byly provedeny pii 48 000 rpm/20 °C s proteiny
o koncentracich: 2,8 mg.ml! (CaM), 1,1 mgml!' (AMBN-Ct) a 1,3 mg.ml’
(CaM/AMBN-Ct). Absorbance vzorki byla detekovana pifi 280 nm v intervalu
3-6 minut. Pro vyhodnoceni dat byly pouZity softwary Sednterp a Sedfit (Philo, 2023,
Schuck, 2000).

3.4. Spektroskopie cirkularniho dichroismu

Spektra  cirkularniho  dichroismu (CD) byla méfena s vyuzitim
spektropolarimetru Jasco-1500 a Peltierova termostatu PTC-517 (JASCO, Easton, MD,
USA). Spektra CD v blizké UV oblasti (240-350 nm) byla u molekul CaM (160 pM),
CaM/AMBN-Ct (65 uM) a AMBN-Ct (47 uM) méiena v 1 mm kiemenné kyveté
v teplotnim gradientu 10-90 °C s pfiriistkem 10 °C. Pro méteni ve vzdalené UV oblasti
(195-280 nm) byla pouzita 0,5 mm kiemenna kyveta, teplotni pfirastek 5 °C a
koncentrace proteintl 10x nizsi nez v piipad¢ experimentll v blizké UV oblasti. Findlni
data byla vyhodnocena v softwaru Sigmaplot 12.5 (Systat software, San Jose, CA,
USA) a vyjadiena v jednotkach molarni elipticity (0).

3.5. Molekulové modelovani a molekulova dynamika

Pro molekulové modelovani byla pouzita struktura CaM bez Ca?" (PDBID:
1CFD) i CaM v interakci s ionty Ca** (PDBID: 1PRW) (Kuboniwa et al., 1995, Fallon
and Quiocho, 2003). N-koncova (A5-T79) 1 C-koncova (S81-K148) doména CaM byly
stabilizovany potencidlem omezujicim vzdalenost extrahovanym z experimentalnich
modell. Vzdalenosti vSech vazeb v rozmezi 1-2 nm byly limitovany harmonickym

potencialem se silovou konstantou 240 kJ-mol™''nm™. Jednotlivé domény CaM byly
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kalkulovany nezévisle a jejich vzajemna orientace tak zlistala neomezena. K molekule
CaM byly pfipojeny extendované konformace flexibilniho linkeru (GGGGSS) a
C-koncové domény AMBN (L223-P447, Ccislované podle sekvence AMBN).
Minimalizace energii byla provedena v softwaru GROMACS (Abraham et al., 2015).

Dynamické chovani molekul bylo simulovdino v GROMACS (Abraham et al.,
2015) s pouzitim stochastického dynamického integratoru s ¢asovym krokem 20 fs a
inverzni konstantou tieni 20 ps pi1 300 K. Molekularni dynamika byla propagovéana na

100 miliont krokti a kalkulovédna v 5 nezéavislych simulacich.
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4. Vysledky

4.1. Identifikace a charakterizace vazebnych mist pro CaM u podrodiny
iontovych kanala TRPM

4.1.1. Identifikace vazebnych mist pro CaM

Vazebné motivy pro CaM byly predikovany in silico s vyuzitim softwaru
,,Calmodulin target database* (Yap et al., 2000). Pro dalsi studium byly vybrany
sekvence s typickymi motivy hydrofobnich a bazickych aminokyselin odvozené
z lidskych iontovych kanalh TRPM4 (Fey7-Leas: TRPM4np, Pio7s-Sig0s: TRPM4cp),
TRPMS5 (W3s3-Koa: TRPM5np), TRPM6 (Ls20-Rs35: TRPM6np) a
TRPM7 (Tsa-Ls3s: TRPM7np). Uvedené sekvence byly syntetizovany jako
fluorescencné znacené peptidy a titrovany pridavky CaM. Detailni data z identifikace
vazebnych epitoplt jsou ukazana na piikladu iontového kandlu TRPM6
(Obr. 1 A, B). Ze zmén anizotropie pii ustadlené fluorescenci byly nasledné stanoveny
hodnoty Kp jednotlivych komplexi (TRPM4np/CaM: 1,3 + 1,8 uM, TRPM4cp/CaM:
2,6 £ 0,5 uM, TRPM5np/CaM: 1,0 £ 0,1 uM, TRPM6np/CaM: 14,87 + 0,7 uM a
TRPM7np/CaM: 6,1 + 0,4 uM).

4.1.2. Role bazickych aminokyselin pri formovani komplexi CaM/TRPM

Formace komplexi CaM/TRP probiha na zikladé vzajemnych hydrofobnich
interakci a vzniku solnych mustki mezi bazickymi zbytky vazebnych epitopt pro CaM
a negativné nabitymi aminokyselinami CaM. Studované vazebné epitopy byly
syntetizovany v mutované formé s postupnou zdménou bazickych rezidui za alanin.
Mg¢fteni anizotropie pii ustalené fluorescenci potvrdilo vyrazny pokles vazebné afinity
mezi CaM a mutovanymi epitopy odvozenymi z TRPM4, TRPMS i TRPM6. Zavislost
podilu mutovanych vazebnych epitopt v interakci (fraction bound, Fg) na koncentraci

CaM je zobrazena na ptikladu TRPM6np (Obr. 1 C). Vazebné studie s mutovanymi
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formami TRPM6np odhalily postupny pokles Kp komplexu s CaM z 14,87 £ 0,7 uM
na 179,04 £ 9,44 uM.

TRPM6 kanal
TRPM6np pore
. S6
20! IGRAYRSNVTRKHFRs; forming
S Intr elularn T L
MHR1 MHR2 MHR3 MHR4 Pre-51 52-53 54-55 TRP  CC /T KIN
TR linker linker

N-terminalni &ast C-termindlni éast
1.0 1.0
0.8 0.8 A
0.6 L) 0.6

LI.m |_|_m
0.4 4 0.4
0.2 0.2 +; @ TRPM6np
& K532A
Vs A K532A/R531A

0.0i 00 B v K532A/R531A/R535A

E ; ; ; ; ; ; ; ; v : : : : @ K532AIR531ARS35AIR526A |

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Koncentrace (uM) Koncentrace (uM)

Obrazek 1: Charakterizace vazebného epitopu TRPM6np. (A) Lokalizace TRPM6np
na iontové kandlu TRPM6. Intracelularni N-konec TRPM6 obsahuje 4 melastatinové
homologni oblasti (MHR 1-4) a pre-SI doménu. Transmembranovou cast tvoii
6 a-helikalnich segmenti (S1-S6), pticemz por iontového kanélu je formovan mezi S5
a S6. Soucasti C-konce TRPM6 je TRP doména, doména typu coiled-coil, doména
bohata na serin/threonina a a-kindzova doména. Lokalizace TRPM6np je vyznacena
kruznici v N-termindlni ¢asti proteinu. (B) Podil molekul vazebného epitopu TRPM6np
v interakci s CaM. (C) Podil mutovanych forem TRPM6np vazajicich CaM.
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4.1.3. Lokalizace vazebnych epitopii na kanialech TRPM a molekulové dokovani

Konstrukce homologniho modelu iontového kandlu TRPM a dokovani
odvozeného vazebného epitopu do molekuly CaM je ukézéno na ptikladu TRPM6.
Ptiprava homologniho modelu TRPM6 podle zndmé struktury piibuzného iontového
kanalu TRPM7 (PDB: 5ZX5) probihala v softwaru SWISS-MODEL (Duan et al.,
2018). Studovany vazebny epitop TRPMo6np byl lokalizovan v cytoplazmatické Casti
ziskané struktury iontového kandlu, kde byl dobfe dostupny pro interakce s CaM.
Nasledné byla struktura TRPM6np dokovana do molekuly CaM v softwaru ClusPro2.0
(Kozakov et al., 2017). In silico analyza vazebného rozhrani ziskaného komplexu
ukézala vhodnou orientaci vytipovanych bazickych aminokyselin pro interakei s CaM.
Analogickym zplisobem bylo studovani vazebné rozhrani komplexu CaM s TRPM4np,
TRPM4cp, TRPMS5np 1 TRPM7np a podpotena role bazickych aminokyselin pfi

interakci s CaM.

4.2. Modulace vlastnosti CaM ve fuznich konstruktech
4.2.1. Design a strukturni charakteristiky fuzni molekuly

CaM byl fuzovan prosttednictvim flexibilniho linkeru GGGGSS s piivodné
nezéavislou vnitiné neuspofddanou proteinovou doménou AMBN-Ct. Ziskany
proteinovy konstrukt byl oznafen jako CaM/AMBN-Ct. Sedimenta¢ni experimenty
zachytily v pfipadé CaM 1 CaM/AMBN-Ct narast sedimentacniho koeficientu v
piitomnosti iontt Ca®". Pozorovany trend byl vyraznéj$i u CaM/AMBN-Ct a zahrnoval
i konforma¢ni zmény domény AMBN-Ct, kterd sama o sob& na pfitomnost Ca®*

nereagovala.

Obsah sekundarnich struktur proteinii byl studovan spektroskopii cirkularniho

dichroismu (CD) ve vzdalené UV oblasti. Priabéh spektra CD u AMBN-Ct odpovidal
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vniting neuspofadanému (tzv. IDP) charakteru proteinové domény, zatimco v ptipade
CaM vysoce o-helikalnimu proteinu (dva podobn¢ intenzivni negativni piky piti 208 a
222 nm) (Obr. 2). U CaM/AMBN-Ct reflektoval priibéh spektra CD s minimy pii 208
a 222 nm a vyrazné vyssi spektralni intenzitou pii 208 nm kombinaci a-helikalnich
(CaM) a IDP (AMBN-Ct) oblasti. V ptipadé¢ CaM 1 CaM/AMBN-Ct doslo v prostiedi
s ionty Ca*" k navySeni spektralni intenzity negativnich pikd. Z experimentalnich
spekter CaM a AMBN-Ct byla kalkulovdna modelova spektra pro nezavislé chovani
CaM a AMBN-Ct vramci CaM/AMBN-Ct. Modelové spektrum CaM/AMBN-Ct
vykazovalo oproti experimentalnimu spektru mirny posun prvniho negativniho piku
(z 208 na 203 nm) a odliSny pomér intenzit obou minim. Tyto zmény indikuji mirné
navySeni helicity v konstruktu CaM/ABMN-Ct a vzajemné interakce mezi CaM a

AMBN-Ct, které vSak zdsadné neméni zakladni strukturni vlastnosti fizovanych

molekul.
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Obrazek 2: Spektra CD studovanych molekul ve vzdalené (vlevo) a blizké (vpravo)

spektralni oblasti.
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Tercialni struktura CaM a CaM/AMBN-Ct byla studovéana spektroskopii CD
v blizké UV oblasti. V spektru CD molekul CaM a CaM/AMBN-Ct byly pozorovany
negativni pasy v totoznych oblastech (Obr. 2). P¥itomnost ionti Ca** indukovala narist

spektralni intenzity téchto past, ktery je typicky dany vazbou Ca?" k molekule CaM.

4.2.2. Vazebné funkce CaM/AMBN-Ct

Zachovani vazebné funkce CaM vramci CaM/AMBN-Ct bylo ovéfeno
prostfednictvim interakce s diive popsanym vazebnym epitopem iontového kanalu
TRPM4 (Bousova et al., 2018). Fluorescen¢né znaCeny vazebny epitop odvozeny
z TRPM4 byl titrovan studovanymi proteiny (CaM/AMBN-Ct, CaM - pozitivni
kontrola a AMBN-Ct — negativni kontrola) a ze zmén anizotropie pii ustdlené
fluorescenci byly stanoveny hodnoty Kp komplexu s CaM (0,25 £ 0,05 uM), a
CaM/AMBN-Ct (1,10 + 0,10 uM).

4.2.3. Teplotni stabilita CaM/AMBN-Ct

Teplotni stabilita CaM a CaM vramci CaM/AMBN-Ct byla studovéna
spektroskopii CD prostrednictvim sledovéni teplotné zavislého snizeni spektralni
intenzity pi1 222 nm. Pro vyhodnoceni dat byl aplikovdn model dvoustavového
pfechodu. Ziskana hodnota teploty tani byla 52,0 + 0,4 °C v piipadé¢ CaM a
56,7 +0,5 °Cu CaM/AMBN-Ct. Teplotni stabilita CaM 1 CaM/AMBN-Ct byla vyrazné

navySena v prostiedi s ionty Ca*" a hodnotu Tm zde nebylo moZné stanovit.

4.2.4. Simulace dynamického chovani fuzni molekuly

Prostfednictvim metod molekulové dynamiky bylo simulovdno chovani
CaM/AMBN-Ct v prostfedi bez iontii Ca** a v pfitomnosti Ca**. Vysledky molekularni
dynamiky koreluji s vystupy sedimentacnich analyz 1 vysledky spektroskopie CD
studovanych molekul a potvrzuji zachovani vysoce flexibilnich IDP charakteristik

domény AMBN-Ct v rdmci CaM/AMBN-Ct (Obr. 3 A, B). Frekvence kontakti mezi
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CaM a fazovanou doménou AMBN-Ct se v prostiedi bez a s ionty Ca®" lisila, pfi¢emz
doména AMBN-Ct vykazovala v pfitomnosti iontd Ca?" vys§i afinitu k CaM
(Obr. 3 C). Tento trend je dan vystavenim hydrofobnich zbytkl na povrch CaM/Ca**

a naslednymi transientnimi interakcemi s hydrofobnimi zbytky domény AMBN-Ct.

0.200

Bl CaM/AMBN-Ct
0.175 1 CaM/AMBN-Ct(Ca?*)

0.150
0.125 A
0.100
0.075
0.050 A1

0.025 1

Frekvence kontaktli s AMBN-Ct

0.000 T T T T T T T
1 20 40 60 80 100 120 140

Sekvence CaM

Obrazek 3: Molekularni dynamika struktur (A) CaM/AMBN-Ct bez Ca*" a
(B) CaM/AMBN-Ct s Ca*" (oranzové&). Zobrazeno je vzdy 5 molekul superponovanych
na N-koncovou doménu CaM. (C) Frekvence kontakti mezi CaM a flzovanou

doménou AMBN-Ct.
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5. Diskuze

Molekula CaM plisobi jako intracelularni kalciovy senzor regulujici stovky
cilovych proteinti véetné zastupci podrodiny iontovych kandli TRPM. V ramci
podrodiny TRPM funguje CaM pravdépodobné jako univerzalni regulacni molekula
(Hasan and Zhang, 2018). Na strukturni urovni byla u rodiny TRP kanalii popsana
CaM-dependentni inhibice TRPV6 (Singh et al., 2018). Jedna se o komplexni proces,
kdy vazbu CaM zajistuje 6 oblasti TRPV6. V ramci podrodiny TRPM poukazuje
pfitomnost vice vazebnych epitopli pro CaM u TRPM2, TRPM3 a TRPM4 na
podobnou komplexitu interakce (Gattkowski et al., 2019, Tong et al., 2006, Bousova et
al., 2018, Bousova et al., 2020, Holakovska et al., 2012, Holendova et al., 2012,
Przibilla et al., 2018). Pro detailni porozuméni CaM-dependentni regulaci podrodiny
TRPM je tteba identifikovat jednotlivé vazebné epitopy pro CaM a ovéfit jejich

fyziologicky vyznam.

V ramci podskupiny TRPM6/TRPM7 byly charakterizovany 2 nové vysoce
homologni vazebné epitopy pro CaM odvozené z cytoplazmatického N-konce
iontového kanalu TRPM6 a TRPM7. TRPM6np i TRPM7np obsahuji charakteristicky
motiv hydrofobnich aminokyselin s vmezefenymi bazickymi rezidui (Rhoads and
Friedberg, 1997). Typické hodnoty Kp se v ptipadé¢ komplexit CaM/TRP pohybuji
v fadu jednotek mikromold (Grycova et al., 2015, Bousova et al., 2018, Holakovska et
al., 2012). V ptipadé¢ komplexu TRPM6np/CaM dosahovala stanovena Kp hodnoty
14,87 uM a odpovidala slabsi vazebné afinité v porovnani s popsanymi komplexy
CaM/TRP. Hodnota Kp komplexu CaM/TRPM7np se naopak pohybovala v typickém
fadu jednotek uM. Obecné vysokd vazebna afinita mezi CaM a vazebnymi epitopy TRP
kanall je dana synergickym efektem jednotlivych interagujicich aminokyselin. NiZs§i
hodnota Kp komplexu CaM/TRPM7np tak mize byt dana ptitomnosti dal§i bazické

aminokyseliny R532, kterd se u vazebného epitopu TRPM6np navzdory vysoké
26



sekvencéni homologii s TRPM7np nevyskytuje. TRPM6np a TRPM7np piedstavuji
prvni identifikované vazebné epitopy pro CaM u TRPM6 a TRPM7 a pokladaji zaklady
pro studium CaM-dependentni regulace podskupiny TRPM6/TRPM7.

Komplexy CaM/TRP jsou formovany na zdkladé¢ vzdjemného kontaktu
hydrofobnich aminokyselinovych zbytka vazebnych epitopli a hydrofobnich rezidui
CaM, které jsou vystaveny na povrch molekuly v priib&hu aktivace ionty Ca** (Bousova
et al., 2018). V dal$im kroku nastavéa formace solnych mustkli mezi bazickymi rezidui
vazebného motivu pro CaM a negativné nabitymi aminokyselinovymi zbytky CaM.
Vazebné studie s mutovanymi formami TRPM6np potvrdily klicovou roli bazickych
aminokyselin TRPM6np pii formaci komplexu CaM/TRPM6np. Zatimco substituce
K532A vedla k mirnému poklesu vazebné afinity, dal$i mutace R531A zplsobila
vyrazny pokles hodnoty Kp a potvrdila funkéni vyznam tandemu bazickych zbytkd.
Nepatrny pokles vazebné afinity byl vysledkem nasledné mutace R535A. K dalSimu
vyraznému poklesu vazebné afinity vedla substituce R526A. Molekularni dokovani
TRPM6np do struktury CaM vizualizovalo vazebné rozhrani CaM/TRPMé6np a
podpofiilo zapojeni bazickych zbytkii TRPM6np do tvorby komplexu. Vzhledem
k vysokeé sekvencni homologii mezi TRPM6np a TRPM7np lze u TRPM7np/CaM
ptedpokladat podobné vazebné rozhrani jako v ptipadé TRPM6np/CaM.

Analogickym zptsobem byly charakterizovany 3 nové vazebné epitopy pro CaM
v ramci podskupiny TRPM4/TRPMS. Hodnoty Kp studovanych komplexit TRPM4np,
TRPM4cp 1 TRPMSnp s CaM se pohybovaly v typickém rozmezi pro interakce
CaM/TRP. V ptipadé¢ TRPM4 byla difive prokdzdna pozitivni CaM-dependentni
regulace podminéna pravdépodobné interakci CaM/Ca** s cytoplazmatickym
C-koncem TRPM4 (Nilius et al., 2005). Pfitomnost nékolika vazebnych mist pro CaM
na N- i C-konci TRPM4 poukazuje na podobnou komplexitu interakce jako v ptipadé
TRPV6/CaM (Singh et al., 2018). U TRPMS dosud nebyla prokazana regulace
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prosttednictvim CaM a TRPMS5np ptedstavuje prvni identifikovany vazebny epitop pro
CaM na iontovém kanalu TRPMS.

U molekuly CaM byla nasledné studovana moZznost modulace vlastnosti
prostiednictvim fuze s IDP doménou AMBN-Ct. Enormni flexibilita a konforma¢ni
dynamika umoziiuje IDP doménam dynamicky reagovat na zmény v prostiedi a ¢ini

z nich vhodné kandidaty pro moduldtory svych fiznich partner (Grzybowska, 2018).

Spektroskopie CD ve vzdidlené UV oblasti potvrdila u molekuly
CaM/AMBN-Ct pfitomnost o-helikdlnich 1 IDP oblasti. Ziskané¢ experimentalni
spektrum CD konstruktu CaM/AMBN-Ct vykazuje oproti modelovému spektru pro
nezavislé chovani fuznich partnerti nartst helicity, ktery je dany pravdépodobné
zménami v doméné¢ AMBN-Ct v disledku mezi-doménové komunikace s molekulou
CaM. Zachovani a-helikdlniho charakteru spole¢né s absenci noveé vznikajicich
B-struktur poukazuje na udrzeni nativni sekundarni struktury CaM v ramci
CaM/AMBN-Ct. Porovnani pribéhu spekter CD molekul CaM/AMBN-Ct a CaM
v blizké UV oblasti indikuje zachovani tercidlni struktury CaM v konstruktu
CaM/AMBN-Ct. Po pfidavku iontd Ca®" byly navic ve vzdalené i blizké UV
detekovany strukturni zmény molekuly CaM/AMBN-Ct typické pro interakci CaM s
Ca** (Martin and Bayley, 1986). CaM v ramci CaM/AMBN-Ct m4 tedy zachovanou

nativni strukturu a pravdépodobné i schopnost interakce s ionty Ca*".

Zachovani vazebnych vlastnosti CaM v konstruktu CaM/AMBN bylo ovéfeno
prostfednictvim interakce s vazebnym epitopem pro CaM odvozenym z iontového
kanalu TRPM4 (Bousova et al., 2018). V ptipadé¢ CaM 1 CaM/AMBN-Ct dochazelo
k Ca**-dependentni vazbé& uvedeného vazebného epitopu. A¢koli byla hodnota Kp jeho
komplexu s CaM/AMBN-Ct asi 4x vys§i, stale se pohybovala v typickych hodnotach

pro vysokoafinitni interakci CaM s vazebnym epitopem odvozenym z iontového
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kandlu TRP. ZvySeni hodnoty Kp je ddno mezi-doménovou komunikaci mezi CaM a
AMBN-Ct, kterou indikoval priibéh spektra CD ve vzdalené UV oblasti 1 simulace
molekulové dynamiky. Efekt mezi-doménové komunikace v ramci CaM/AMBN-Ct
podporuji také vysledkli sedimentacnich analyz. V piipadé¢ CaM i CaM/AMBN-Ct
ukazaly zvySeni kompaktnosti molekul v prostiedi s ionty Ca?'. Konformacni zmény
byly pfitom nejvyraznéjsi u molekuly CaM/AMBN-Ct a zahrnovaly také podjednotku
AMBN-Ct, kterd sama o sob& na pfitomnost iontii Ca?" nereagovala. Ca*’-dependentni
zmény konformace podjednotky CaM tedy vedou ke zméndm ve vzajemné komunikaci

fazovanych molekul, které se projevi kompaktnéjsi molekulou CaM/AMBN-Ct.

Ackoli podjednotky CaM a AMBN-Ct nefunguji v ramci CaM/AMBN-Ct zcela
nezavisle, zlstavaji zédkladni strukturni 1 vazebné charakteristiky CaM v molekule
CaM/AMBN-Ct zachovany. Vzhledem k vzajemné komunikaci fuznich podjednotek
mohlo u konstruktu CaM/AMBN-Ct dojit ke zménéné teplotni stability CaM.
Rozvolnéni struktury CaM v ramci CaM/AMBN-Ct bylo sledovano prostfednictvim
spektroskopie CD. Ziskana hodnota Tm byla v ptipadé CaM/AMBN-Ct asi 0 5 °C vys§i
v porovnani se samotnou molekulou CaM. Teplotni denaturace CaM je komplexni
proces spojeny se vznikem piechodovych mezi-stavii (Protasevich et al., 1997).
Z porovnani kiivek tdni CaM a CaM/AMBN-Ct je ziejmé snizeni sklonu kiivky
v oblasti nizSich teplot v dusledku fuze CaM s doménou AMBN-Ct. U molekuly
CaM/AMBN-Ct tedy dochazi k potlaceni vzniku ranych pfechodovych mezi-stavii
CaM. Prostiedi sionty Ca?" indukuje enormni teplotni stabilizaci CaM i
CaM/AMBN-Ct, ktera je typicka pro komplexy CaM/Ca** (Minnes et al., 2017). A¢koli
vyrazna teplotni stabilizace neumoznila ode€et konkrétnich hodnot Tm obou molekul,
z prabehu kiivek tani je patrna vyssi teplotni stabilita opét v ptipadé¢ CaM/AMBN-Ct.
Fuzi CaM s IDP doménou AMBN-Ct jsme ziskali novou molekulu CaM/AMBN-Ct se

zachovanymi nativnimi vlastnostmi a vylepSenou teplotni stabilitou podjednotky CaM.
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6. Zavér

Naplni disertacni prace bylo studium molekuly CaM s ohledem na potencialni
zapojeni do regulace medicinsky atraktivni podrodiny iontovych kanald TRPM. Nové
vazebné epitopy pro CaM byly odvozeny z iontovych kanalu TRPM4, TRPMS,
TRPM6 a TRPM7. Vazebné studie potvrdily interakci mezi studovanymi vazebnymi
epitopy a molekulou CaM, pifiCemz vazebna afinita komplexid se pohybovala v
hodnotach typickych pro interakce CaM/TRP. Identifikované vazebné epitopy pro CaM
byly syntetizovany v mutovanych formach s postupnou zdménu bazickych rezidui
zapojenych do typické interakce CaM/TRP. Vysledny pokles vazebné afinity az Gplné
narusSeni tvorby komplexii poukazuji na specifitu interakci mezi identifikovanymi
vazebnymi epitopy a molekulou CaM. Publikované struktury iontovych kanalii nebo
jejich homologni modely ukézaly dobrou ptistupnost studovanych vazebnych epitopli
pro molekulu CaM. Nasledn¢ molekulové dokovani téchto epitopil do struktury CaM
dale potvrzuje vazebne¢ rozhrani typické pro interakce CaM/TRP.

Cilem druhé¢ ¢asti disertacni prace byla optimalizace vlastnosti CaM metodami
proteinového inZenyrstvi. Fuzi CaM a IDP domény AMBN-Ct byla ziskana nova
molekula CaM/AMBN-Ct. Spektroskopie CD ukdzala zachovani sekundarnich i
tercialnich strukturnich charakteristik CaM v ramci CaM/AMBN-Ct. NavySeni helicity
i teplotni stability CaM/AMBN-Ct v prostfedi s ionty Ca?" indikuje strukturni zmény
typické pro interakce CaM s Ca?". Vazebné studie prokézaly zachovéni vazebnych
vlastnosti CaM (Ca?*-dependentni aktivace a interakce s cilovym vazebnym epitopem)
v molekule CaM/AMBN-Ct. Studium teplotni denaturace ukéazalo potlaceni tvorby
ranych pfechodovych mezi-stavii CaM v ramci CaM/AMBN-Ct a navySeni celkové
hodnoty Tm proteinu. Spektroskopie CD 1 sedimentaéni analyzy studovanych molekul

indikuji mezi-doménovou komunikaci mezi CaM a AMBN-Ct v konstruktu
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CaM/AMBN-Ct. Ackoli zakladni strukturni 1 funkéni charakteristiky jednotlivych
faznich partnerl zlstaly zachovany, dochazi k ustaveni vzajemné komunikace mezi
CaM a AMBN-Ct. Efekt mezi-doménové komunikace pak ptinasi navySeni teplotni

stability CaM v ramci nové molekuly CaM/AMBN-Ct.

Vystup feSeni disertacni prace predstavuji jednak nové vazebné epitopy pro CaM
odvozené z iontovych kanali podrodiny TRPM a dale design inovativni fuzni molekuly
CaM/AMBN-Ct. Identifikované vazebné epitopy mohou byt zapojené do CaM-
dependentni regulace iontovych kanali TRPM4, TRPMS, TRPM6 a TRPM?7. Detailni
objasnéni regulace téchto kanalii predstavuje prerekvizitu pro vyvoj modernich
terapeutik Sirokého spektra civilizanich onemocnéni. Molekula CaM navic tvofii
zdklad tady biotechnologicky / biomedicinsky vyznamnych fGznich molekul.
Optimalizace teplotni stability CaM usnadniuje vyZziti téchto molekul v suboptimalnich
podminkach. Poznatky ziskané pti studiu CaM/AMBN-Ct mohou nachézet uplatnéni
pi1 designu teplotné stabilnéjSich proteinovych konstruktd. Samotny konstrukt

CaM/AMBN-Ct ma navic potencial tvoftit zaklad dalSich inovativnich molekul.
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7. Souhrn

CaM monitoruje cytoplazmatickou hladinu iontii Ca®" a zapojuje se do regulace
stovek cilovych proteint véetné zastupcti podrodiny iontovych kanali TRPM. Ackoli
dysregulace TRPM souvisi s rozvojem zavaznych kardiovaskularnich, metabolickych
¢i nadorovych onemocnéni, zlstavaji informace ohledné¢ CaM-dependentni regulace

TRPM stale velmi limitované.

Cilem disertacni prace bylo rozsifeni spektra vazebnych epitopli pro CaM u
podrodiny TRPM. Celkem bylo popsano pét novych vazebnych epitopti pro CaM (dva
odvozené z iontového kandlu TRPM4 a tfi z TRPMS, TRPM6 a TRPM?7). Studium
vazebného rozhrani komplexii odhalilo charakteristiky typické pro interakce CaM
popsanych epitopt, které se mohou spolupodilet na CaM-dependentni regulaci
TRPM4. U TRPMS, TRPM6 a TRPM7 se jedna prvni popsané vazebné epitopy pro
CaM, které mohou byt zakladem dalSiho studia jejich regulace prostfednictvim CaM.

Unikatni vlastnosti CaM, zejména konformacni plasticita a strukturni zmény
v prostfedi s ionty Ca*", jsou vyuZzivany pfi designu biotechnologicky / biomedicinsky
vyznamnych molekul. Optimalizace stability CaM pro vyuziti v suboptimalnich
podminkéch tak pfedstavuje atraktivni cil proteinového inzenyrstvi. Prostfednictvim
fuze CaM s IDP doménou AMBN-Ct byla ziskana nova molekula CaM/AMBN-Ct.
CaM ma v ramci konstruktu CaM/AMBN-Ct zachovanou nativni strukturu 1 zdkladni
vazebné vlastnosti, tj. schopnost interakce sionty Ca** nebo vazebnym epitopem
odvozenym z iontového kanalu rodiny TRP. Vysledkem vzajemné komunikace mezi
CaM a AMBN-Ct je navySeni teplotni stability CaM. Ftzni konstrukt CaM/AMBN-Ct
tak mize slouZit jako zéklad novych stabilngjSich molekul, vyuzivajicich
charakteristické strukturné-funkénich vlastnosti CaM.
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8. Summary

CaM monitors cytoplasmic Ca®" levels and is engaged in the regulation of
hundreds of target proteins including those of the TRPM ion channel subfamily.
Although TRPM dysregulation is associated with the development of serious
cardiovascular, metabolic and cancerous diseases, information on CaM-dependent

TRPM regulation still remains very limited.

The aim of the thesis was to expand the spectrum of binding epitopes for CaM
in TRPM members. In total, 5 new CaM-binding epitopes were described (2 are derived
from TRPM4 and the other 3 are derived from TRPMS, TRPM6, and TRPM7). Study
of the binding interface of the complexes revealed characteristics typical for CaM
interactions with TRP channels. As for TRPM4, the new binding epitopes expand the
spectrum of previously described epitopes that may be involved in CaM-dependent
regulation of TRPM4. As for TRPMS, TRPM6, and TRPM7, the CaM-binding epitopes
are the first ones described and can become the basis for further study of TRPMS,
TRPM6 and TRPM?7 regulation by CaM.

The unique properties of CaM, particularly its conformational plasticity and
structural changes in the presence of Ca** ions, are used in the design of molecules of
biotechnological / biomedical importance. Optimization of CaM stability for its use in
suboptimal conditions is thus an attractive goal of protein engineering. A new molecule,
CaM/AMBN-Ct, was obtained by fusing CaM with the IDP domain AMBN-Ct. The
native structure and essential binding properties of CaM, i.e. its ability to interact with
Ca*' ions or the binding epitope derived from the TRP member, are preserved in
CaM/AMBN-Ct. Communication between CaM and AMBN-Ct enhances thermal
stability of CaM. CaM/AMBN-Ct can thus be used to develop novel, more stable

molecules that employ the characteristic structural and functional properties of CaM.
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