10. Souhrn

Proteiny 14-3-3 jsou dimerni molekuly s charakteristickym tvarem a velikosti okolo
30 kDa wvyskytujici se ve vSech eukaryotickych organismech. Zastavaji klicové role
Vv rozmanitych bunéénych procesech, jako jsou signalizace, bunééné déleni, apoptdza atd.
C-koncovy segment lidské isoformy proteinu 14-3-3( zastava dulezitou autoinhibi¢ni ulohu,
kdy se v nepfitomnosti vazebného partnera vaze do vazebného zlabku tohoto proteinu, a tim
zaroven brani vazbé nevhodnych ligandii. Struktura C-koncového segmentu nebyla dosud
identifikovana v zadné z publikovanych krystalovych struktur. Oblast C-koncového segmentu
je, na rozdil od helikalni oblasti al-09, sekvenéné vysoce variabilni. Usuzuje se, Ze C-
koncovy segment je velmi flexibilni a mize zaujimat fadu riznych konformaci.

Kvasni¢né isoformy proteinti 14-3-3 Bmhl a Bmh2 se vyznacuji vyznamné del$im
C-koncovym segmentem s neznamou funkci obsahujici polyglutaminové sekvence. Uloha
C-koncovych ¢asti kvasni¢nych proteini Bmhl a Bmh2 byla prostudovana rozmanitymi
biofyzikalnimi technikami. M¢éfeni dynamického rozptylu svétla, sedimentacni rychlosti,
Casoveé rozliSeného dohasinani anizotropie fluorescence a gelové permeacni chromatografie
naznacuji zdanlivou, vyznamné vétsi velikost molekul proteini Bmhl a Bmh2 v porovnani
s lidskou isoformou 14-3-3(. Z tohoto dtivodu je mozné spekulovat, ze C-koncovy segment
kvasni¢nych proteini Bmh zpasobuje tvorbu vyssich oligomerti nez jsou predpokladané
dimery. Na druhou stranu, metoda sedimenta¢ni rovnovahy jasné prokazala, ze kvasni¢né
proteiny 14-3-3 tvoii stabilni dimery. Tryptofanova fluorescen¢ni méfeni naznacuji, Ze vazba
ligandu neplisobi Z4adné dramatické konformacni zmény C-koncové c¢asti. Odstranéni
C-koncového segmentu némélo vyznamny vliv na vazebnou afinitu proteini Bmh studovanou
pomoci metody stacionarniho méteni anizotropie fluorescence.

V roce 2008 bylo zjisténo, Ze kvasnicné proteiny Bmh1 a Bmh2 interaguji s enzymem
neutralni trehalasou 1 (Nthl). Nthl je zodpovédnd za degradaci neredukujiciho disacharidu
trehalosy na dvé molekuly glukosy. Kvasni¢né isoformy 14-3-3 proteini Bmhl a Bmh2
zvysuji prostiednictvim vazby zavislé na fosforylaci aktivitu Nthl. Ke studiu interakce Nthl
S proteiny Bmhl a Bmh2 byly pouzity techniky nativni gelové elektroforézy, méfeni
enzymové kinetiky a sedimentacni rychlosti. Bylo zjisténo, ze kinasa PKA fosforyluje Nthl in
vitro na ctyfech serinovych pozicich (20, 21, 60 a 83) in vitro, které se nachazeji na
neusporadaném N-koncovém segmentu tohoto enzymu. Vysledky sedimentacni analyzy a

enzymové kinetiky naznacuji, ze obé kvasni¢né isoformy proteind 14-3-3 tvoii s Nthl stabilni
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komplexy a vyznamné zvySuji jeji enzymovou aktivitu. Aktivace Nthl zprostiedkovana
vazbou 14-3-3 je v porovnani s kationty Ca®* mmnohem vice ué¢inna. Kinetické studie
mutantnich forem provedené v pokusech in vitro a in vivo jasné dokazuji, ze za aktivaci Nthl
pomoci proteini Bmh jsou primarné odpovédna fosforylacni mista Nth1 na pozicich Ser60 a
Ser83.

Znasich vysledkti vyplyvéa, ze C-koncovy segment kvasni¢nych proteini zaujima
natazenou konformaci, kterd vyvolava zdéanlivé vets$i velikost molekuly a pravdépodobné
nema autoinhibicni funkci, jako je tomu u lidské 14-3-3( isoformy. Pro aktivaci Nthl
prostiednictvim PKA a kvasni¢nych isoforem proteini 14-3-3 jsou dulezita zejména

fosforyla¢ni mista Ser60 a Ser83.
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