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1. UvOD

Proteiny jsou z&kladnimi s¢astmi kazdé hitky a (Eastni se tégt vSech buscnych
proces.. Maji nagiklad alohu podprnou, transportni (aktinovy cytoskelet; kapitolyl.la
1.2.), regulani, ochrannou (nadorovy supresor p53; kap. 1.8djlpse na opravpoSkozené
DNA a na vytvéeni chromatinovych struktur (komplexy SMC; kap..Latd.

Proteiny #idka funguji v bui¢nych procesech osamoeenVétSina bugénych
proces je na molekularni Grovni zee¢ komplikovana a vyZadujec¢ast mnoha protein
Proteiny nejastji interaguji s dalSimi proteinovymi partnery pi@stnictvim specifickych
domén a vytvieji stabilni funkni komplexy (nap komplexy SMC; kapitola 1.4.) nebo
¢aso¥ omezené vazby (napinterakce proteiin regulujicich dynamiku aktinového vlakna;
kapitola 1.1.). Analyza protein-proteinovych intec celych proteorin ukézala, Ze
proteinovych komplek je, naf. v modelovém organismu pigi kvasinky Saccharomyces
cerevisiae kolem 800 [1, 2]. Proteinové interakce kompilexdalSimi molekulami vase a
prostoru ukuji praibéh proceé odehravajicich se v hae. Abychom mohli pochopit beéné
procesy na molekularni drovni jeéeba do hloubky porozuh interakcim proteith a

proteinovych komplek

1.1. Aktinovy cytoskelet

Typickym pikladem detailty studovanych protein jsou cytoskeletalni proteiny.
Analyza aktinu ukazala, Ze je schopen sam polymoeaiz(self-assambly) a vytigt dlouha
vlakna. Aktinovy cytoskelet se podili na proceserjifujicich pohyb buék, tvar a
dynamiku cytoplasmatické membrany, dopravu organgtkrénich v&kia, dopravu mRNA
do mist lokalizované proteosyntézy (kapitola 1.2docytozu (kapitola 1.1.1.) atd. Pro tyto
raiznorodé funkce vyZaduje aktinovy cytoskelet mndzsegula&nich proteiti (accessory
proteins), které kontroluji sestavovani a dynamaktinovych vlaken. Pro nukleaci aktinu
jsou nezbytné proteiny Arp2 a Arp3¢tin-related proteins), které se podili i nastveni
aktinovych vlaken. Dynamika vlakna jecovana interakcemi s proteiny depolymerizujicimi
(nap. Cofl/cofilin) nebo stabilizujicimi (Tpml/tropomgim) aktinovy polymer. Aktinova
vlakna se mohou spojovat do svazkebo vytvéet sit (s pomoci Sac6/fimbrinu a
Scpl/transgelinu). DalSi proteiny interaguji sraémn a napomahaji ndklad @i uchyceni a
dopra¥ v&ka po aktinovém cytoskeletu (Slal, myosiny) nekigpgieni membranovych
vchlipeni k aktinovému vlaknu a vzniku endocytidky&ka (Abpl, Sla2; kap. 1.1.1.).



1.1.1. Aktinovy cytoskelet a endocytoza

Prvni vysledky nasidcujici funkénimu spojeni mezi aktinovym cytoskeletem a
endocytézou pochézi z kvasinkovych genetickych exynti (piehledrg v [3]). P hledani
geni nezbytnych pro endocytézu v kvasinkovychikéch byly izolovany nap aktinové
mutanty a mutanty gén které se podileji na dynamice aktinovych vlakeap{ myosiny,
SAC6, SLA2[4-6]). V téchto studiich byl gelSLA2nez4visle izolovan a pojmenov&ND4
(nazevEND4 je odvozen od funkce v endocytéze, zatingtoA2znamené&Synthetic L ethal
with ABP1). NaSe analyza kvasinkového proteinu Sla2p/gndgzname prispela
k pochopeni ulohy jednotlivych domén v dynamiceirakta v endocytdze (kapitola 2.1.1.;
[7]). Pozdji se ukazalo, Ze lidské homology HIPHUntingtin | nteractingProtein) maji
podobnou skladbu domén tj. Nézdek (vazba na fosfolipidové membrany), centréadilied-
coil doména (interakce s klathrinem a dimerizace}-konec (vazba s aktinem). Proteiny
Sla2/HIP1 jsou v saiasnosti povazovany za jedny zckNych proteii v procesu
endocytozy [3].

Postupi bylo zjiS€no, Ze v mistech endocytdzy dochazi ke koordinowapgocefm
jichz se wastni ¢tyfi rizné proteinové moduly: endocyticky obalovy komplerpdul
polymerace aktinu, modul regulujici dynamiku aktiauproteiny odSkrcujici endocytické
v&ky (obrdzek 1; [3]). V prvni fazi endocytdézy se pagtoplazmatickou membranou
shroma#’uji molekuly klathrinu, které vytwé obalovy komplex. Tento komplex obsahuje
Sla2/HIP1 a dalSi proteiny, které spousti polymeraktinu. V druhé fazi dochazi
k zakivovani membrany diky nukleaci a polymeraci aktipuoteiny Arp2/3, Lasl17). 8i
aktinovych vlaken se postupnozsiuje diky myosiim (Myo3/5) a dochazi ke vzniku jamky
a invaginaci. Pro tuto fazi jsouilézité proteiny regulujici dynamiku aktinového cktetu
(Sac6, Scpl, Cofl, Abpl). Pro odskrcenikegje klicovy heterodimer Rvs161/Rvs167 a jeho
interakce s aktin-vazajicimi proteiny (Myo5, SlaBedpoklada se, Ze aktin-myosinovy
komplex s proteiny Rvs vytv& kontraktilni krouzek kolem wku a odSkrcuje jej. Na
aktinovy cytoskelet se fjpojuji faktory (Arkl, Prkl) pdebné pro rozpad obalového
komplexu, ktery odSkrceni ¥#@u doprovazi (obr. 1). P rozpadu obalového komplexu
dochézi k oslabeni vazby protéi§la2/HIP1 k membranam a klathrinu. Uvenié vaky (bez
klathrinu) se pohybuiji spolu s aktinovym cytoskehetdovnit buiky, kde fizuji s endozomy.
Po rozpadu klathrinového obaliistava protein Sla2/HIP1 asociovany s aktineniastini se i
této dynamické faze endocytdzy. Analyza prate8ia2/HIP1 naznauje, Ze jsou schopné
diky konform&nim zngnam véazat samostatnklathrin (obalovy komplex) nebo aktin

(odSkrcené wky), stejre jako klathrin a aktin zarove (faze invaginace; [3, 8]). Lze



predpokladat, Ze protein Sla2/HIP1 hraje roli adaptar v jinych aktin-asociovanych
procesech jako je n#glad lokalizovana proteosyntéza (kapitoly 1.2.2.1h2).
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Obréazek 1. Schématické znazomni pribéhu endocytdzy u kvasinek Ctyii faze
vzniku endocytickych w&a (A) s detailnim vyobrazenimekterych dilezitych proteird (B).
V prvni fazi endocytézy se pod cytoplazmatickou rbegmou shromatuji molekuly
klathrinu, které vytve s dalSimy proteiny (Slal, Sla2) obalovy komplékdruhé fazi
dochazi k zaktvovani membrany diky nukleaci a nasledné polymerddinu (Arp2/3,
Lasl17). Si aktinovych vidken se postupmozsiuje diky myosifim (Myo3/5) a dochézi ke
vzniku jamky a invaginaci. Pro tuto fazi jsouileité proteiny regulujici dynamiku
aktinového cytoskletu (Sac6, Scpl, Cofl). Vetitfazi vytvdi aktin-myosinovy komplex
kontraktilni krouzek kolem wku a odSkrcuje jej. Po odSkrcenické a rozpadu obalového
komplexu je pohyb wku urovan dynamikou aktinového cytoskeletu. Upravenoctiaeku

3].

1.2. Lokalizovana proteosyntéza

Piikladem slozitého procesu vyZadujiciho vzajemnéerakce velkého mnoZstvi
proteini a specializovanych kompléje proteosyntéza. dastni se ji fedevsim mala a velka
ribozomalni podjednotka, iniciai (elF) a elongai (eEF) faktory (pehledr& v [9]).

VétSina proteid je syntetizovana na ribozomech ukotvenych na eadopatickém
retikulu nebo na ribozomech velise vyskytujicich v cytoplazén Elektronova mikroskopie
ukazala, Ze cytoplazmatické ribozomy mohou byt wioy na cytoskeletu [10]. \iznych

bunkach fiznych organism mohou byt ribozomy ukotveny naizné cytoskeletalni it



Napriklad v axonech jsou ribozomy a trarigla faktory ukotveny (a jsou zavislé) na
aktinovém cytoskeletu (obrazek 2; [11, 12]). Spek# proteiny nejsou do axan
transportovany, ale dopravovdna je mRNA a protgsgu syntetizovany v axonech.
Lokalizovana translace hraje ¢édvou Ulohu v neuronalnim vyvoji a funkci synapsosid
bylo objeveno pouze malo interakci tradsi®io aparatu s cytoskeletem. Pro pochopeni
supramolekularni organizace cytoskelet-asociovgntggy proteifi bude teba identifikovat
dalSi interakce.

1.2.1. Translace lokalizovana na aktinovém cytosketu

Hlavnim cytoskeletalnim elementem, ktery se pod#éi organizaci transtaiho
aparatu je aktin @ehledé v [13]). Je znamo &kolik prikladi asociace podjednotek
transl&niho aparatu se slozkami aktinového cytoskeletuwotellr eEF2 kolokalizuje
s aktinovymi vlakny v mySich embryonalnich fibrodilech a interaguje s aktineim vitro
[14, 15]. GTPaza eEF1A, kter4 je zodpdwa za penos aminoacyl-tRNA na ribozomy, je
asociovana s aktinem v kvasinkach i vi@el buikach [16, 17]. Tento protein se krém

transl&nich aktivit i gfimo podili na reorganizaci cytoskeletu.

aktinové vlakno

Obrazek 2. Schématické znazomni ukotveni proteosyntézy na aktinovy cytoskelet.
Proteiny transkniho systému (faktory elF3 a eEF1, ribozomalni eddptky 40S a 60S)
interaguji s aktinovym cytoskeletem (aktinové vidkprotein Sla2). Upraveno di¢énki [9,
13].

1.2.1.1. Interakce inici&niho faktoru translace elF3
VétSina reakci inicieniho  kroku translace je stimulovana komplexem elF3.

Podjednotky komplexu elF3 vzajehpropojené protein-proteinovymi interakcemi vyiva



leSeni, na které serfipojuje ribozomalni komplex 40S a dalSi inima faktory [18]. Vazba
s jejich specifickymi misty na 40S a stabilizackipiciainiho komplexu. Umighi komplexu
elF3 (a ostatnich elF) na podjednotce 40S umj@Z nasedani dalSich prot&éiz op&né
strany elF3. Tatdast elF3 je utena pro interakce protdinkteré by ner@ly zasahnout fimo
do mechanismu iniciace translace fyzickym kontaksef®S [9].

Z tohoto hlediska by elF3 mohl byt vhodnym mistenpro ukotveni translace
k aktinovému cytoskeletu (obrazek 2). Inigia faktor elF3 je fitomen v cytoskeletalnich
frakcich HelLa buék [19]. Jeho nej#tSi podjednotka elF3a interaguje s aktinovym vidkne
v rakovinnych bikach vajeénika [20] a s aktin-vazajicim proteinem Sla2 v kvasinkah
buinkach (kapitola 2.1.2.; [21]).

1.3. Interakce nadoroveho supresoru p53

Protein p53 je v s@asnosti jednim z nejvice studovanych prateiiP53 gen pati
mezi nefastji mutované geny v lidskych nadorech. Prvni stugfieteinu p53 ukézaly, Ze se
Ucastni DNA-opravnych procés Teprve pozéi byla odhalena jeho funkce v aktivaci
transkripce gel dulezitych pro bugcny cyklus a apoptézu {ehledi v [22, 23]).
V souwasné dob je p53 povaZzovan za kbvého hrde pro stabilitu genomu diky své

schopnosti branitiznymi zpisoby vzniku naddr [24].

centralni C-konec
(DNA-vazba) (DNA-vazba)

transaktivace tetramerizace

Obrazek 3. Schématické znazoréni doménového slozeni proteinu p53entralni doména
(cervend, AK ~100-300) se vaze na specifické sekvermremotorech gana aktivuje jejich
transkripci (Zlutd, transakti¢cai domeéna, AK 1-100). Molekula p53 vytvatetramery
prostednictvim oligomerizéni domény (vinovky, AK 325-356). C-koncova doména(fie,
AK 363-382) se vaze n@azné DNA substraty bez sekuvam specifity.

Doménova skladba proteinu p53 napovida o jeho marfahkcich (obrazek 3). N-
zatatek interaguje s faktory regulujicimi jeho tramgéni aktivitu (nap. MDM2). Pro
transaktivani funkci je nejdlezit¢jSi centralni DNA-vazebna doména, ktera interagge
specifickymi sekvencemi v promotorech @¢eavliviujicich buéné procesy (hledré v

[25]). P¥i genotoxickém stresu Blky je p53 aktivovan a zvysuje hladinu transkripdewych



geni (jako nap. MSH2, p21, BAX; obrazek 4) a napomaha tak ochiamky pred nasledky
poskozeni. p53 ovliwje opravu posSkozené DNA (prostinictvim zvySené exprese fap
MSH2). Protein p53 rize pozastavit buiny cyklus (prostednictvim zvySené exprese hap
p21) a dat tak hicecas pro opravu posSkozené DNA. Pokud je poskozilg pozsahlé mze
p53 indukovat apoptozu (préstinictvim zvySené exprese mnapAX).

genotoxicky stres

v
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transkripce transkripce
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RN — T "
s M _ rekombinace... A R
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Obrazek 4. Protein p53 je multifunkéni. Protein p53 je aktivovan genotoxickym stresem
bunky. Protein p53 zvySuje transkripci cilovych ¢eako nap. p21, MSH2, BAX) a
napomaha tak ochramuiky pied nasledky poSkozeni (dasas buice na opravu zastavenim
burgcného cyklu, ovliviuje opravu poskozené DNA, eventufilpii zavazném poskozeni
indukuje apoptozu). p53 rozeznav&meé substraty podobné poSkozené DNA {n&pnce

DNA, chybre parovanéetzce, jednéettzcové mezery) a interaguje s proteingéliymi pro
opravu DNA (nap. rekombindza RAD51). Upraveno diidnku [26].

Dukazy o gimém zapojeni proteinu p53 do opravy posSkozené Ppéhazi z praci,
které ukazaly schopnost C-koncasasti (AK 363-382) rozeznavat a vazat substraty podo
poSkozené DNA (ndp konce DNA, chyb#é parované&etzce, jednéettzcové mezery; [27,
28]). Protein p53 rive katalyzovat renaturaci kratkych jedfetizcovych Usek DNA a

vyménu mezi fetdzci (tzv. strand exchange). ¢abkti p53 na homologni rekombinaci



nas¥dcuje i jeho afinita keff- a ¢tyi-fettzcovym strukturam (tzv. Holiday junction). p53
fyzicky interaguje nap s proteinem Rad51 adde tak kontrolovat spravnost rekombinace
dvoufiettzci DNA, které maji podobné sekvence (homologni rekoate). p53 se podili i na
kontrole homologni rekombinace peibné k opra¥ replikatnich vidlic zastavenych v mist
poSkozené DNA [26, 29, 30]. V naSich studiich senmidddilo charakterizovat dalSi mozny
substrat C-koncovéasti proteinu p53 [31, 32]. Vysledky elektronovékrmskopie ukazaly,
Ze protein p53 vaze dvvedle sebe lezici viAkna DNA f{pominajici intermediaty
rekombinace; obr. 4). S takovymto substratem je p83open vytviet nukleoproteinova
vlakna (kapitola 2.2.; [33, 34]).

Na replikaci a rekombinaci se podili transkng neaktivni (latentni) molekuly p53
(neschopné vazby na specifické sekvence fadsictvim centralni domény; [26]). NaSe
studie naznaly, Ze latentni p53 by mohla byt vazana pfednictvim C-koncové domény s

nadSroubovicovou DNA vyskytujici se v chromatin@][3

1.4. Komplexy SMC udrzuji strukturu chromosomi

Jedny z nejkonzervovg§ich proteii jsou tzv. Structural Maintenance of
Chromosome (Smc) proteiny, které sézmymi zpisoby podili na udrZzeni struktury
chromosoni (prehledré v [35]). Genetické a bukiné studie ukazaly, Ze hraji &bivou roli
v segregaci a kondenzaci chromosomenové regulaci a rekombinaci. Proteiny Smciatjej
komplexy Ize nalézt u vSech organisnod bakterii az pailovéka (prehledre v [36]).
Bakterialni genomy obsahuji po jedn@mc genovem produktu, ktery t¥Wiohomodimery.

V eukaryotech existuje nejmé&sest éiznych Smc proteinvytvatejicich heterodimery. Dimer
Smcl-Smc3 je jadrem kohesinového komplexu, kterykljgovy pro drzeni (kohesi)
sesterskych chromatid. Kondensin obsahuje hetemd8mc2-Smc4, ktery je esencialni pro
vytvareni kompaktnich (kondenzovanych) chromatinovyclikstir a pro jejich segregaci.
Komplex SMC5-6 je zapojen do homologni rekombinacklSich procésopravy poSkozené
DNA (prehledrg v [37]).

Proteiny Smc upoutaly pozornostedevsSim specifickou organizaci domén. Na
zatatku a konci sekvence proteinu Smc se nackiagti ATPazové domény (N-zatek
obsahuje Walker A zatimco C-konec Walker B motibrazek 5). Mezidmito motivy jsou
sekvence kodujici dlouhé Sroubovice upmdt geruSené globularni doménounv@dni
piedstavy poitaly s interakci Sroubovic dvouiznych Smc a iblizenim Walker A a B
motiva z odliSnych molekul (obr. 5A). Jak se pegdikazalo, centralni globularni doména

ohybarettzec molekuly Smc zpp (proto nazev pantova doména; obr. 5B; {Melby, 899

10



#45;}). To umoauje intramolekularni interakci Sroubovic a vyteai anti-paralelni coiled-
coil struktury (ramének). Dochazi kilplizeni N- a C-koncovych motivtéZe molekuly Smc a
vzniku ATPazové hlavové domény. Za spojeni dvouekul Smc jsou zodp@dné pantové
domeény (obr. 5B; [38, 39]).

A. B. hlavové a pantové domény
v 3
V”@:—_ﬁ’f
b
rameénko
Intermolekularni anti-paralelni coiled-coil Intramolekularni anti-paralelni coHedgil

Obrazek 5. Dimerizace Smc molekulA. Dvé molekuly Smc proteiin (cervena a modra)
mohou interagovat prasdnictvim Sroubovic (intermolekularni anti-paralelcoiled-coil
spojeni). Hlavové domény jsou sloZeny z N- a C-kogch casti odliSnych molekuB. Dveé
Sroubovice téZe molekuly interaguji mezi sebourdmblekularni vazba) a vytkaanti-
paralelni coiled-coil raménka. N- a C-koncové mpt{Walker A a B) téZze molekuly se
skladaji do ATP&zové hlavové domeény. Propojeni dumlekul Smc zprogedkovavaji
stredové pantové doményidvzato zlanku [36]

Ackoli kohesin a kondensin maji podobné doménove fasldmi, jejich prostorova
konformace se liSi (obrazek 6). Coiled-coil raméimac2-Smc4 jsou blizko sebe zatimco
Smcl-Smc3 dimer vyt¥a prstence. Prstencovy tvar kohesinu je weavinterakcemi
kleisinové podjednotky Scclp s hlavovymi doménaroigini Smcl a Smc3i¢cky kAoloo
= uzavirat). Redpoklada se, Ze prstenec obepina chromatinovéaa/lévou sesterskych
chromatid. Proteolytické &beni podjednotky Sccl na ¢@ku anafaze otevira prstenec
v oblasti hlavovych domén a umaje uvolrtnym sesterskym chromatiddm segregovat.
Podjednotka Scc3 se podili na regulagpéni kleisinu Scclp.

Kondensinovy komplex obsahuje, krerBmc2-Smc4 dimerufitnon-Smc elementy
(Nse podjednotky). Podjednotka CAP-H ipatlo rodiny Kleisii a pgremosuji hlavové
domény dimeru Smc2-Smc4 (obr. 6; [41, 42]). Dal dodjednotky, CAP-D2 a CAP-G,
obsahuji HEAT repetice. Tyto podjednotky interaggjkleisinovou molekulou CAP-H,
nicmére jejich detailni funkce neni znama. U vysSich eyéiexistuje komplex ozrtavany
kondensinll s podobnymi podjednotkami (CAP-H2, CBR a CAP-G2).
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kohesin kondensin

Obrazek 6. Architektura kohesinu a kondensinu Heterodimer Smcl-Smc3 vyia
prstencovitou strukturu (schopnou pojmout 30nm wgfatinova vladkna). Hlavové domény
kohesinu pemosuje kleisinova podjednotka Sccl. Rap&ni podjednotky Sccl na ¢aku
anafdze otevira prstenec a uidgez uvolrtnym sesterskym chromatiddm segregovat.
Kondensinové komplexy obsahuji Smc2-Smc4 dimengnky &sné u sebe. Podjednotky
CAP-H pati do rodiny kleisii (premosuji hlavové domény) a CAP-D i CAP-G obsahuji
HEAT repetice. Revzato zlanku [40].

1.4.1. Komplex SMC5-6

Komplex SMC5-6 je z hlediska ptu podjednotek nejsloZiSi mezi SMC komplexy
(kapitola 2.3.1.; [43-45]). Sekvence proteiBmc5 a Smc6 divergovala vice nez sekvence
proteini Smcl-4, nicméh byla zachovana stejna doménova organizace tygoiéostatni
proteiny Smc [46]. Zjistili jsme, Ze také Smc5 a®proteiny dimerizuji progednictvim
pantovych domén (obrdzek 7; kapitola 2.3.2.1.; J4Bfostorovy tvar heterodimeru Smc5-
Smc6 se dosud nepdda experimentals zjistit. Z in silico simulaci Ize pedpokladat tvar
uzkého prstence [47].

Podobr jako v kohesinovém a kondensinovém komplexu jstavdvé domény
heterodimeru Smc5-Smcagmosény kleisinovou podjednotkou (protein Nse4 v obrazku
kapitola 2.3.3.1.; [48]). Krom kleisinové podjednotky Nse4 obsahuje komplex d&iSi
konzervované Nse proteiny. Dva z nich, Nsel a Nseaji na C-koncich RING-finger
domény (RING znamen&eally Interesting New Gene; [49, 50]). Sekvence Nse3
podjednotky obsahuje konzervovany motiv, ttMAGE-homolognidoména (MHD), ktery se
vyskytuje v mnoha sekvencich s&h proteimi fazenych do rodiny MAGEnfelanoma-
associated argien; kapitola 1.4.1.1.;iehledrt v [51, 52]).
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Pantové domény

SMCé6 ' ‘ SMC5

Raménka
coiled-coil domény

Obrazek 7. Architektura a sloZeni komplexu SMC5-6Jadro komplexu tvd heterodimer
Smc5-Smc6 spojeny pantovymi doménami. Hlavové dgniéerodimeru jsouipmosény
kleisinovou podjednotkou Nse4. Protein Nse2 obsmaING-finger doménu (elipsa) a je
navazan na raménko proteinu Smc5. Nsel a Nse3 dmudig jsou vazané s Nse4d
podjednotkou.

V souwasnosti nejvice studovanou Nse podjednotkou je Nesmdtola 2.3.2.2.), ktera
se vaze na raménko proteinu Smc5 a je schopnaykatalt SUMOylaci specifickych
substral (SUMO znamend&mall Ubiquitin-like MO difiers; [53-55]. Mezi znamé substraty
této SUMO-ligazy p&t nag. telomer-vazebné proteiny Ku70, TRF1, TRF2, TINGo
RAP1, které se podili na tzv. alternativnim proditéni telomer (nap v rakovinnych
bunkach). Ztrata SUMO-modifikovanych forem TRF1 a TRp&teini ma za nasledek
omezeni procesu homologni rekombinace na telomef@ctezeni prodluzovani telomer;
[56]). Defekt v SUMOylaci (neznamych proténma za nésledek akumulaci pronky
toxickych struktur DNA, které vznikajitphomologni rekombinaci (na replikaich vidlicich
pozastavenych v mistposkozené DNA). Vznikéthto X-struktur je zavisly na proteinu
Rad51 [57]. Uloze komplexu SMC5-6 v homologii relmnaci nas¥déuje i lokalizace
tohoto komplexu do mist s indukovanymi dyetizcovymi zlomy [58].

O funkci komplexu SMC5-6 na molekularni Grovni jengrné malo informaci (ve
srovnani s kohesinovym komplexem). Studium architgka zmisobu vazby komplexu na
DNA by mohlo napowdét vice o aktivitach tohoto komplexu. K pochopenicimnismu
jakym se komplex SMC5-6 podili na homologni rekamabi by mohla vést napidentifikace
novych substréit Nse2-lighzy. Analyza malo charakterizovanych pddgek, pedevsim
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proteini Nsel a Nse3, by mohl&ipést noveé dlezité informace o funkci komplexu (kapitola
2.3.3.2)).

1.4.1.1. Rodina proteia MAGE

Rodina proteii Nse3/MAGE je velice zajimava z evohiho hlediska. Ve vSech
eukaryontnich organizmech, vyjma placentalnich &avee nalézt po jednom genu
Nse3/MAGE. V genomu placentalnich savayly identifikovany desitky kopii MAGE gen
(a pseudogal). Tyto genyradime dle jejich specifické exprese a seknéuliverzity do dvou
tiéid. Prvni tida sestava z evalé nekonzervativnich génkoédovanych na chromosomu X
(MAGEA, -B a -C; obrazek 8), vyhradnexprimovanych v rakovinnych bkach a ve
varlatech (tzv. cancer/testis specific antigenghfedg v [51, 52]). Fragmenty (antigeni
peptidy) rekterych protei prvni tidy byly nalezeny na povrchu rakovinnych Bkira bylo
zZjisténo, Ze jsou specificky rozeznavany imunitnim sys@mV sodasné dob bézi klinické
studie (faze Ill), které se snazi vyuZivat spekéiexprese MAGE v rakovinnych ttkach
k imunoterapii naddr [59].

_—
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Obrazek 8. Doménové slozeni protein MAGE. Proteiny MAGEA, -B a -C pat do prvni
tiidy. Proteiny MAGED az -L §etré necdinu pdf do druhéttidy. VSechny MAGE proteiny
obsahuji konzervovanou MHD doménu (Zlutagésti nekonzervované.r@®/zato z¢lanku
[51].
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Evoluéné konzervované proteiny druhdy jsou exprimovany ve&siné normalnich
somatickych butk (MAGED aZz -L a necdin). NaSe studie ukazaly, Zmize protein
MAGEGL1 je podjednotkou lidského komplexu SMC5-6timmao ostatni MAGE se do
komplexu nezéenuji [60, 61]. Funkce &Siny ostatnich protein MAGE je velmi malo
prozkoumana. Studie jednotlivych protéinaznguje jejich zapojeni do rozinych proces
(prehledrg v [62]). Nagiklad MAGED a necdin se podili na regulaci &tmého cyklu a
apoptozy [63, 64]. Proteiny MAGEA inhibuji funkciddorového supresoru p53 [65-67].
PrestoZe je iejmé, Ze nové MAGE geny vznikly amplifikaci ancébttho Nse3/MAGEG1
genu a obsahuji konzervovanou MHD doménu, nebylmettavna jasné jaké maji MAGE
proteiny spoléné (genesené) vlastnosti a jaké ziskaly qidwerzifikaci pivodni sekvence.
Detailni analyza podkomplexu Nsel-Nse3-Nse4 i@dgvsSim interakci podjednotky
Nse3/MAGEGL pinesla v tomto siru nové zajimavé poznatky (kapitola 2.3.3.; [60).68

15



2. VYSLEDKY
2.1. Interakce proteinu Sla2p/End4p

Priloha 1 Wesp, A., Hicke, L., Palecek, J., Lombardi, RusA T., Munn, A.L., Riezman,
H.: End4p/Sla2p interacts with actin-associatedgins for endocytosis isaccharomyces
cerevisiae (1997)Molecular Biology of the CelB (11), pp. 2291-2306

Priloha 2 Palecek, J., Hasek, J., Ruis, H.: Rpglp/Tif32pubunit of translation initiation
factor 3, interacts with actin-associated proteia2f. (2001)Biochemical and Biophysical
Research Communicatigr32 (5), pp. 1244-1250

2.1.1. Interakce coiled-coil domény proteinu Sla2ghd4p

Gen SLA2, kvasinky Saccharomyces cerevisiadyl izolovan pi hledani gef
nezbytnych pro Zivotaschopnost knierkteré postradaly genovy produkt ABP1 (kapitola
1.1.; [69]). Protein Sla2p je pebny pro organizaci aktinového cytoskelefistrza vysSich
teplot a morfogenezi kiky [70]. Nezavisle bylo Svycarskou skupinou profas®iezmana

ZjiSténo, Ze je tento gen nezbytny pro endocytézu (odémbvENDA; [6]).

IF3 i
eFe8  athrin Ll

centralni
coiled-coill

Obrazek 9. Schématické znazorni domeénového sloZeni proteinu Sla2p/End4pN-
zatatek (Sedy) proteinu se vaze k fosfolipidovym meinm. Modle je ozndena ¢ast
interagujici s proteinem elF3a/Rpglp. Centralrledecoil doména (vinovky) dimerizuje
molekuly Sla2p/End4p a interaguje s klathrinemi&Zbrnaenadast se vaze na aktin.

Ve spolupraci s touto Svycarskou skupinou jsmdyaogali biochemickeé vlastnosti
proteinu Sla2p/End4p. Studium tohoto proteinu pamdtracentrifugace ukazalo, Ze jeho
hmotnost v sedimentaich experimentech odpovida teoretickému dvojnasdidk Pomoci
dvou-hybridniho systému jsme analyzovali vazebrastabsti celého proteinu a jekiasti.
Zjistili jsme, Ze cely protein Sla2p/End4p vytvdomodimery. Dimerizace byla zavisla na
centralni coiled-coil domén(obrazek 9), jelikoz delece aminokyselin 376-5ngriakci
narusSila. Fragment obsahujici pouze tuto doménwragbval s celym Sla2p/End4p
proteinem. Jak se postuprukazalo schopnost Sla2p/HIP1 proteimytvéaret dimery je
evolwné konzervovana (i lidské homology HIP1 a HIP1R vytvéhomodimery

prostednictvim centralni coiled-coil domény; [8, 71]).
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Deleni analyza iiznych ¢asti genuSLA2/END4v genomu kvasinkysaccharomyces
cerevisiaeukazala, Zze centralni coiled-coil doména neni ne#bpro organizaci aktinového
cytoskeletu ani endocytézu. Zcela jiny vysledek pgkorovan v situaci, kdy byl paraléin
s deleci coiled-coil domény odstegni gen ABP1 (end4\coill,2 abpd). Dvojita mutanta
end4\coill,2 abpN byla teplotg citlivAd zatimco nap enddANZ2 abplA dvojita mutanta
nevykazovala zadnyiastovy defekt AN2 ozn&uje deleci aminokyselin 318—-373; kapitola
2.1.2.). Buky end4icoill,2 abpD nmely kulaty tvar a ¥tSi rozngry ve srovnani
s elipsovitymi nemutovanymi likkami. Aktinovy cytoskelet nebyl polarizovany, ale
desorganizovany. Paraléls aktinovym defektem byla postiZzena i endocytdaternalizace
radioaktivré znatenéhoa-feromonu byla komplethpreruSena i za (permisivni) teploty 24°C
[7]. Tyto vysledky ukéazaly, Ze funkce coiled-coibrdény v endocytéze a organizaci
aktinového cytoskeletu je redundantni s funkci gt Abplp. Tyto vysledky ispely k
souwasné pedsta¢ o funkci proteii Sla2/HIP1 v endocytéze a dynamice aktinového
cytoskeletu [3]. Ukazalo se, Ze interakce coiledl-domény s klathrinem a intramolekularni
interakce s C-koncem oviiji konforma&ni stav proteifi Sla2/HIP1 a jejich schopnost

fungovat v fiznych krocich endocytozy (kapitola 1.1.1).

2.1.2. Interakce proteinu Sla2p/End4p s elF3a/Rpglp

Pokusili jsme se ziskat nové informace o protemtginovych interakcich
podjednotky elF3a/Rpgl iniciaiho faktoru translace (kapitola 1.2.1.1.). CeladWi
sekvence kvasinkového proteinu elF3a byla fuzovamaNA-vazebnou doménou LexA
transkrigniho faktoru a pouzita v kvasinkovém dvou-hybridrdgstému pro hledani elF3a-
vazebnych partnér K vyhledavani jsme vyuZili genomové knihov8y cerevisiagfuzované
s Gal4-aktivéani domeénou). Podéo se nam izolovat 8 klah obsahujicich tzné dlouhé
fragmenty genuSLA2/END4 VSechny klony sefgkryvaly v oblasti aminokyselin 318-550
[21]. Cast této oblasti (AK 375-575) koduje centralni edicoil doménu (obr. 9).iravili
jsme nové fragmenty, které obsahovaly pouze tutné&hu a které tuto doménu postradaly.
Ukazalo se, Zecast Sla2p/End4p esencialni pro interakci s elF3a kfmovana
aminokyselinami 318-373, zatimco centralni coiled-cdoména je pro interakci
postradatelna.

Podobné vysledky jsme ziskali i pomani vivo imunoprecipitace z kvasinkovych
extrakti. Pouzili jsme extrakty divokého typu kvasinBy cerevisiaea mutantnich kmen

(end4A376-501,a end4\114-367, které jsme precipitovali pomoci anti-End4p paiky.
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Pritomnost proteinu elF3a/Rpglp v precipitatech ladalyzovana na Western blotech anti-
Rpgl protilatkou. Zatimco delece aminokyselin 18Z-3 molekule Sla2p/End4p narusSila
jeho vazbu s elF3a/Rpglp, delece centralni coitéddomeény jeji afinitu naopak zvysila (ve
shod s vysledky z dvou-hybridniho systému; [21]). Votébuvislosti je zajimave, Ze coiled-
coil doména interaguje s klathrinovymi molekulamowdiviiuje funkci proteinu Sla2/HIP1
v endocytéze (kapitola 1.1.1.). ¥imnosti klathrinu se Sla2/HIP1¢astni endocytézy,
zatimco v jeho ndftomnosti se vaze siéhna aktinovy cytoskelet [8]. Vzhledem k tomu, ze
delece coiled-coil domény zvySuje afinitu Sla2p/Emdk elF3a/Rpglp Ize soudit, Ze Sla2p-
elF3a dimer je stabilfjSi v negitomnosti klathrinu a je vazan s aktinovym cytogitein.

Pokusili jsme se oba proteiny lokalizovat v kvasiwych buikach a definovat Glohu
interakce podjednotky elF3a s proteinem Sla2p/Endduice. Distribuce proteinu
elF3a/Rpglp [72] v kvasinkovych tkach byla zn&né odliSna od distribuce Sla2p/End4p
[73]. Nicméré jsme v pdicich buikach nalezli frakce obou protéiniokalizovanych do
stejného mista ve jue pupene. Také&ast lidskych proteiin elF3a je asociovana s aktinovym
cytoskletem mimo endoplasmatické retikulum [20].tor'wysledky naznauji, ze by se
interakce Sla2p-elF3a mohla podilet raso¥ a prostorov definované lokalizaci
transl&nich faktofi na aktinovémo cytoskeletu (obr. 2; [13, 74]). adlaptor Sla2p/HIP1 tak
elF3 faktor jsou idedlnimi kandidéaty pro fyzickéogmi translace s aktinovym cytoskeletem
(kapitoly 1.1.1 a 1.2.1.1.).

2.2. Interakce nadorového supresoru p53 s nadSroubicovou DNA

Priloha 3 Brazda, V., Palecek, J., PospiSilova, S., Voke3®, Palecek, E.. Specific
modulation of p53 binding to consensus sequenchkirwgupercoiled DNA by monoclonal
antibodies. (2000Biochemical and Biophysical Research Communicatias (3), pp. 934-
939.

Priloha 4 Brazdova, M., Palek, J., Cherny, D.l., Billova, S., Fojta, M., dt&ka, P.,
Vojtések, B., Jovin, T.M., Patek, E.: Role of tumor suppressor p53 domains iectiee
binding to supercoiled DNA. (200R)ucleic Acids ResearcBO (22), pp. 4966-4974.

Priloha 5 Fojta, M., Pivonkova, H., Brazdova, M., Nemco¥a, Palecek, J., Vojtesek, B.:
Investigations of the supercoil-selective DNA bimgliof wild type p53 suggest a novel
mechanism for controlling p53 function. (20@®Jgropean Journal of Biochemisir271 (19),
pp. 3865-3876.

Protein p53 je dlezitym transkrignim faktorem, ktery chrani kky pred
nekontrolovanym &enim (kapitola 1.3.). Bylo zji8ho, Ze se rize vazat na specifické

sekvertni motivy v promotorech dkterych geid, ale také sekven¢ nespecificky naizné
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jedno- ¢i dvouretézcove substraty DNA [75, Gatz, 2006 #341]. 2uW&stné se p53 vaze s
nadSroubovicovou DNA (scDNAupercoiled DNA; [76]).

Pro studium komplax p53-scDNA jsme pouzili metodu EMSAElectrophoretic
Mobility Shift Assay) a specifické protilatky rozeznavajiazné ¢asti proteinu p53 [31].
Protilatky proti N-koncov&asti p53 (DO-1) se vazaly s komplexem p53-scDNAor¥yU
2:1. Tento porr odpovida ¢tyfem epitogm p53 rozezndvanym d&wma molekulami
protilatky (jedna molekula imunoglobulinu vazalaadwroteiny p53; [77, 78]). Tyto vysledky
naznaily, Ze se protein p53 vaze s scDNA ve fértatrameru (podokinjako vaze sekvemé
specifické motivy; [79]).

Panel specifickych protilatek byl vyuzit také k chiterizaci vazebného mista
proteinu p53 na scDNA. Ve s sekvetiné shodné linearni a nadSroubovicové DNA se
protein p53 vazal vyhradns scDNA (SCS vazbadNA-selective binding; [32, 33, 80]).
Tak tomu bylo i kdyZ jsme k proteinu p58dali protilatku DO-1 (rozeznava AK 21-25) nebo
protilatku ICA-9 (vaZe se na poslednich 6 aminokgsg. AK 388-393). Protilatky Bp53-
10.1 a Bp53-6.1 (epitop 375-379 a 381-390; [8APt&ne nebo zcela eliminovaly selektivitu
molekuly p53 wic¢i sScDNA. Komplexy Bp53-10.1 s p53 vazalyotmrmy DNA (linearni i
nadSroubovicovou) siplizné stejnou afinitou [32]. Neselektivni interakce bypeatrre
zprostedkovana centralni DNA-vazebnou doménou (AK ~100-3fbr. 3) proteinu p53,
protoze C-koncova doména byla blokovana vazbouil@tek. Tato doménka a vysledky
byly podpdeny vysledky experimefits oxidovanou formou molekuly p53(ox). Oxidace
cysteinovych zbytk (koordinujicich Zn ionty v centralni dom®nselektivié inaktivovala
DNA-vazebné schopnosti centralni domény aniz byivoil afinitu C-koncové domény
k scDNA [32, 82]. Diamidem oxidovana p53(ox) sealazs scDNA selektiv) ale gidavek
protilatky Bp53-10.1 zcela zablokoval interakci BIA&. Tyto vysledky naznaly, ze pro SCS
vazbu jsou nezbytné AK ~375-385 v C-koncové dafr@oteinu p53 (obrazek 3).

Pripravili jsme fragmenty p53, kterym ch§la C-koncova ¢ast [33]. Pomoci
kompetEniho experimentu jsme sledovali schopnéshto fragment selektivi¢ se vazat s
scDNA. Fragmenty p53(1-363), p53(45-349) a p53(92)3vykazovaly pouze nepatrnou
preferenci k scDNA. V souladu $quachozimi vysledky byla C-koncova DNA-vazebna
doména nezbytna pro silnou SCS vazbu. Delece tenD&A-vazebné domény neita vliv
na selektivni vazbu fragmentu p53(320-393) s scDBAznamo, Ze transkéip: neaktivni
(latentni) molekuly p53 nejsou schopné sekwérspecifické vazby prostdnictim centralni

domény, ale Ze se prostinictvim C-koncové domeény podili ifampa rekombinénich
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procesech [26]. NaSe studie nadha Ze latentni p53 by mohla byt navazana geshtictvim
C-koncové domény na nadSroubovicovou DNA v chromafB2].

Konstrukt p53(320-393) obsahoval kré&@NA-vazebné domény (AK 363-382) také
tetramerizani doménu (AK 325-356). Delece tetrametiiadomény nila za nasledek ztratu
schopnosti fragmeaitp53(347-393) a p53(361-393) selektivse vazat s scDNA [33]. Navic
piedchozi experimenty s monoklonalnimi protildtkanké&zaly, Ze p53-scDNA komplexy
obsahuiji tetramer [31]. Tyto vysledky nad§ovaly tomu, Ze se p53 vaze s scDNA ve férm
tetrameru (obr. 10)./#né zapojeni (fyzicky kontakt) tetramerimé domény do interakce p53
s scDNA jsme testovali pomoci hybridniho konstrukBCN4-p53(347-393). V tomto
hybridnim proteinu bylacast tetramerizmi domény nahrazena dimerind (coiled-coil)
doménou proteinu GCN4 [83]. Ukazalo se, Ze i dimfarma p53 proteinu se vaze selektivn
s scDNA. Fyzicky kontakt p53 sscDNA zprestkuje DNA-vazebna doména a

tetramerizani doména se na tomto kontaktu podili pouze jakgpoieriz&ni spojnice.

A. B.
p53 tetramery p53 dimery

e b

Obrazek 10. Model nukleoproteinového vlaknaMolekuly proteinu p53(320-393) vazi dva
fettzce scDNA nachazejici se ashé blizkosti. Tetramerizai (A) nebo dimerizéni (B)
domény tyto interakce stabilizuji. Modéast znazatuje DNA-vazebnou doménu (AK 363-
382), vinovky znézauji Sroubovicové struktury podilejici se na tetrameei ¢i dimerizaci
konstrukfi p53.

Ve spolupraci sémeckymi kolegy byly komplexy p53-scDNA analyzovamymoci
elektronové mikroskopie [33, 34]. VSechny fragmerkieré v pedchozich experimentech
vykazovaly selektivni vazbu k scDNA vytigy s €mito molekulami (ale nikoli s linearni
DNA) nukleoproteinova vlakna. \&¢hto nukleoproteinovych viaknech propojovaly molgku
p53 d protilehla vidkna DNA (obr. 10).iBdpokladame, Ze zvySena afinita molekul p53
k scDNA je danaiitomnosti dvoudsnre prilehlych vlaken DNA (v nadSroubovicovém vinuti
molekuly scDNA). Podobné&tyi-ietzcové substraty se mohou vyskytovat i whghu
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homologni rekombinace. Vazba p53 fiadlad na Holiday junction nebo na Rad51 molekuly
by mohla iniciovat tvorbu nukleoproteinovych vidkanregulovat tak gibéh homologni
rekombinace (kapitola 1.3.).

2.3. Architektura a aktivity komplexu SMC5-6

Priloha 6: Sergeant, J., Taylor, E., Palecek, J., Fousterj,AMdrews, E.A., Sweeney, S.,
Shinagawa, H., Watts, F.Z., Lehmann, A.R.: Compmsitand architecture of the
Schizosaccharomyces pombad18 (Smc5-6) complex. (200%olecular and Cellular

Biology, 25 (1), pp. 172-184.

Priloha 7: Andrews, E.A., Palecek, J., Sergeant, J., TafarL.ehmann, A.R., Watts, F.Z.:
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2.3.1. SloZeni kvasinkového komplexu SMC5-6

Komplex SMC5-6 je jednim zéitproteinovych komplek SMC vyskytujicich se u
vSech eukaryot (kapitola 1.4.). Zakladni stavelbdnptkou &chto komplex je heterodimer
proteini Smc, ktery asociuje s podjednotkami Nse. Pokjssile se identifikovat komponenty
kvasinkového SMC5-6 komplexu [45]. Na 5’-konec gmwoeé kopieSMC6 byl pripojen c-
Myc epitop. Extrakty kvasinkyschizosaccharomyces pomibgly podrobeny imunoafinitni
chromatografii s anti-myc protilatkou a specifickgvazané proteiny byly uvainy pomoci
myc-peptidi. Izolované proteiny byly analyzovany pomoci hmetnd spektroskopie. Kro#n
proteini Smc5p a Smc6p byly identifikovaryyii non-Smc proteiny. Dva z nich odpovidaly
jiz diive znamym proteilm Nselp a Nse2p, které obsahuji RING-finger mofdg, 50].
Tieti Nse protein (nazvany Nse3p) nebyl do té dolaraitierizovan. Sav homology genu
NSE3tvori velmi zajimavou rodinu g&nMAGE (kapitola 1.4.1.1; [51, 52]Ctvrty protein
byl diive charakterizovan v souvislosti s SMC5-6 kompiexa jeho funkci v opravDNA,
ale nebyl povaZzovan za podjednotku komplexu (jebo gyl pojmenovarRADG62 [84]).
Jelikoz jsme prokazali, Zze je nezbytnou &msii komplexu SMC5-6, bylipjmenovan na gen

NSE4 (kapitola 2.3.3.1). Jak ukézala analyza proteirtgnovych interakci podjednotek
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komplexu SMC5-6, vytva jeho podjednotky dva podkomplexy (Nse2p-Smc5p<gma
Nselp-Nse3p-Nse4dp).

2.3.2. Podkomplex Nse2p-Smc5p-Smc6p
2.3.2.1. Heterodimer Smc5p-Smc6p

Pokusili jsme se zjistit zda pantové domény prdtedmc5p a Smcép zprastkuji
vazbu &chto dvou proteit tak jako je tomu v kohesinu a kondensinu (obikdpitola 1.4.).
Pripravili jsme fizné c¢asti €chto kvasinkovych proteinv in vitro expresnim systému a
analyzovali jsme jejich interakce pomoci pull-dowrperimeni [45]. Jedig fragmenty

obsahujici pantové&asti proteiii Smc5p a Smc6p vzjemimteragovaly (obr. 11).

Pantové domény

Smc6p Smc5p

Raménka
coiled-coil domény

Hlavové domény u

Obradzek 11. Schématické znazomni Smc6p-Smc5p-Nse2p podkomplexu.
Proteiny Smc5p a Smc6p dimerizuji presinictvim pantové domény, zatimco antiparaleni
Sroubovice vytvB coiled-coil domény a orientuji N- a C-koncovasti do jedné hlavové
domeény. Protein Nse2p se vaze s coiled-coil ramméank®teinu Smc5hp.

V nezavislém experimentu jsmefigravili mutantni kvasinkové kmenysmc6
(Schizosacchaomyces pomiwitlivé na zvySenou teplotu, hydroxygavinu a UV zéeni.
Nahodnou mutagenezi plasmidové kopie g8MC6(nasleds vnesené do delaiho smc@
kmene) jsme ziskatityti nezavislé kvasinkové mutanty. VSechny tyto kmew@y mutaci na
Gly551, ktery je doke konzervovan v sekvencich pantovych doi8&8HC6i SMC5geni [45].
Dva z kmeri obsahovaly Lys551 a dva Arg551 (misto glycinu)tolynutace vnesené do

pantovych fragmeifit Smc6p byly testovany v pull-down experimentech.tddané pantové
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domény nebyly schopny interakce s Smcb5p pantovomédou. | mutace Gly529Arg
v pantové doménproteinu Smc5p fierusSila interakci s pantovou doménou Smcép (Gly529
v Smc5p odpovida pozici Gly551 v molekule Smc6p).

Velmi podobné vysledky byly ziskany pomoci dvou-fighiho systému s pantovymi
doménami lidskych proteinhSMC5 a hSMC6. Interakce pantovych domén bykrysena
mutaci klEového Gly506 lidského hSMC6 (odpovida pozici Glyablvasinkovéem Smc6p;
[45]). Ztéchto vysledk je Zejmé, Ze interakce Smc5-Smc6 je zpmdkovana
konzervovanymicastmi pantovych domén (obr. 11). Tato interakcgehdalezitou ulohu v

biologickych procesech komplexu SMC5-6.

2.3.2.2. Protein Nse2p je SUMO E3-ligaza

Spole&n¢ s Smc5p-Smc6p heterodimerem sedimentoval v pulirdexperimentech i
Nse2p protein. Zjistili jsme, Ze Nse2p se vaze <HwSmMc6p dimerem prdstnictvim
proteinu Smc5p [45]. S pomoci fragmeemtroteinu Smc5p jsme zjistili, Ze vazebné misto pro
protein Nse2p je, zcela uniké&tpro komplexy SMC, umigho na raménku proteinu Smc5p
mezi aminokyselinovymi zbytky 226-324 a 731-836r(d). Tato pozice by mohla hrat roli
v regulaci konformace a dynamiky proteinu Smc5goTési doménce naswdcuji i nedavno
publikovana data krystalové struktury dimeru Smbke2p [85].

GenNSE2kéduje na konci sekvence tzv. RING-finger-like maypicky pro SUMO-
ligazy [86]. Ripravili jsme fragmenty obsahuji¢i postradajici RING-finger-like motiv a
testovali jsme jejich schopnost vazat se s proteiSenc5p. S proteinem Smc5p interagovala
pouze prvniast proteinu Nse2p, zatimco C-koncova RING-finger-loména nikoli. | tento
nas vysledek je v souladu s krystalovou struktiBmc5p-Nse2p dimeru [85].

Vzhledem k tomu, ZeNSE2 sekvence koduje RING-finger-like motiv typicky pro
SUMO-ligazy gipravili jsme si purifikovany protein a vyzkous@ime jeho aktivitu vn vitro
SUMOylanich testech. Véthto testech byl protein Nse2p schopen stimulovatbu jak
SUMO fetézad tak i gripojovani SUMOfettzci na molekuly Nse2p (tzv. auto-SUMOylace;
[53]). Jelikoz je Nse2p seoasti SMC5-6 komplexu zfi®vali jsme zda SUMOylaci
nepodléhaji i dalSi jeho podjednotky. Ukazalo s Sic6p jen vitro modifikovan SUMO
retzci v zavislosti na koncentracitfigavaného proteinu Nse2p. Analyza kvasinkovych
extrakti prokazala nizkou hladinu mono- a di-SUMOylovanf@tem proteinu Smc6jm vivo
v normalni bua¢né kultde. Protoze protein Smc6p hraj@e¥itou roli @i opraw posSkozené
DNA [87], zajimalo nas zda se zvysi hladina paabhstané modifikovaného proteinu Smc6ép

v bunkach vystavenych metydaimucinidlu MMS (metyl metan sulfonat). Mnozstvi SUMO-
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modifikovanych forem Smc6p vyragrvzrostlo po 3 hodinach od inkubace Bkirs MMS
¢inidlem.

RING-finger-like domény obsahuji cysteinové a idisiové zbytky (C3HC4 motiv),
které koordinuji dva atomy zinku. Mutace dvotchto zbytki v Nse2p (Cys195Ser a
His197Ala, nse2.SA mutanta) zcela péila jeho schopnost stimulovat tvorbu SUMO
fetézal in vitro a @pojovat je k substrétn Nse2p nebo Smc6p [53]. Také v kvasinkovych
bunkachnse2.SAebylo mozné detekovat SUMO-modifikované formy $mdalsi analyza
nse2.SAmutantniho kmene ukazala, Ze SUMO-ligazova aktilse2p neni esencialni pro
rast kvasinkovych buik za EzZnych podminek, ale je nezbytna pro opravu DNA peéké
UV z&enim, radignim z&enim, hydroxymoovinou ¢i MMS. NaSe vysledky prokazaly
zapojeni Nse2p a jeho SUMOW¥itd aktivity do opravy poSkozené DNA (kapitola 1.4.Dak
ukazuji nedavné vyzkumy SUMOylace, protein Nse2mgebytny pro procesy homologni
rekombinace. Nedosta&tea SUMOylace proteinma za nasledek napakumulaci toxickych
struktur DNA v ptibéhu homologni rekombinace [57].

2.3.3. Podkomplex Nselp-Nse3p-Nse4dp

Patateeni studie jednotlivych podjednotek a jejich vzajgmim interakci pomocin
vitro pull-down experimerit prokazaly existenci velmi stabilniho heterotrimexiselp-
Nse3p-Nsedp [45]. Nejsitisi binarni interakce spojuje N-konec proteinu NseIN-koncem
proteinu Nse3p [45, 60, 68]ifipojeni N-konce podjednotky Nse4dp k C-konci proteise3p
je stabilizovano interakci C-konce proteinu Nselpatekulou Nsedp (obrazek 12; [60]).
Detailni analyza &hto interakci a zvlaStpak proteinu Nse3pimesla nové poznatky o
komplexu SMC5-6 a evoluci jeho podjednotek (kapitdl3.3.2).

Podailo se nam fpravit teplotré-citlivou mutantu proteinu Nse3p zmou Tyr264 a
Leu265 na alaninové zbytky [60]. Jednotlivé inteekmutovaného proteinu Nse3p
(YL264/265AA) s Nselp a Nsedp partnery jsoumaoslabeny (v dvou-hybridnim testu)
avSak pitomnost Nselp (paténvazba s Nse4p) stabilizuje vznik celého heterarinNselp-
Nse3p-Nsedp (v troj-hybridnim systému). Za nizdgghlot je heterotrimer dost&t® stabilni
a schopen plnit svoji esencialni funkci (kvasinkduéky rostou @i 25°C). Za zvySenych
teplot (30°C) je i tvorba heterotrimeru (testovaiméj-hybridnim systémem) jiz zde¢
oslabena aip 37°C kvasinkové hiky nejsou schopnyist vibec. Tyto vysledky naziagji,
Ze integrita podkomplexu Nselp-Nse3p-Nsed4p a jehaba s hlavovymi doménami
heterodimeru Smc5p-Smc6p je nezbytna pro fungdw@miplexu SMC5-6.
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Obrazek 12. Schématické znazommi vzajemného uspéadani podjednotek
kvasinkového podkomplexu Nselp-Nse3p-Nse4PBroteinové interakc®l- a C-koncovych
domén jednotlivych protein byly testovany pomoci pull-down experiména dvou-
hybridniho systému. Tento podkomplelemosuje hlavové domény heterodimeru Smc5p-
Smc6p [60].

2.3.3.1. Protein Nse4p je kleisinovou podjednotkokomplexu SMC5-6

Kleisinové podjednotky spojuji hlavové domény Smmt@ini a uzaviraji tak
prostorové usp@adani kohesiiha kondensiti (obr. 6; kapitola 1.4.; [36, 39]). Rodina kleigin
sdili ugité strukturni motivy [41]. Tyto motivy jsme hledal podjednotkach kvasinkového
komplexu SMC5-6 [48]. Provedli jsme analyzu sekunddtruktury podjednotek Nsel-4
programem PSIPRED [88] a identifikovali jsméegpokladany motiv ,Sroubovice-atka-
Sroubovice® (helix-turn-helix) na N-konci Nse4p tgimu a motiv ,0kidlené Sroubovice"
(winged helix) na C-konci. Hydrofobni profilédhto domén byl podobny profilu
charakteristickému pro celou rodinu kleisinovyclotpmi. Sekvence é&chto domén jsme
podrobily také analyze terciarni struktury (progya@PSIPRED a PHYRE; [89]. Struktury
predikované pro C-koncovou doménu proteinu Nsedly bpdobné krystalové strukie
kleisinové podjednotky Sccl kohesinového komplexuladSim proteiim se strukturou
oktidlené Sroubovice.

Pomoci pull-down experimeinjsme prokazali vazbu C-konce proteinu Nse4p snaely
proteinem Smcb5p [48]. ipravili jsme fragmenty obsahujici $uhlavové domény nebo
raménka (bez hlavovychasti) proteinu Smc5p. V souladu iegpokladem, Ze Nsedp je
kleisinovou podjednotkou komplexu SMC5-6, interagjowprotein Nse4p s hlavovou
doménou Smcbhp, zatimco raménka se na tento pr¢eidzala. Velmi slabou interakci bylo
mozné pozorovat i mezi proteiny GST-Nsed4p a Smd6p.tomto gipac interagovaly
hlavové domény Smc6p zatimco raménka se na prdtee¥p nevazala. Pomoci dvou-
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hybridniho systému se nam paitla potvrdit vazbu mezi C-koncem Nse4dp a hlavovymi
doménami proteinu Smc5p. Tyto vysledky naiiyaze by Nse4p mohl hrat roli kleisinu v
komplexu SMC5-6.

Krystalova struktura Scclp proteinu ukazala, kignéinokyselinové zbytky tohoto
kleisinu fyzicky kontaktuji hlavové domény proteifunclp v kohesinovém komplexu [90].
Cheli jsme zjistit zda podobné aminokyselinové zbytkg C-konci Nsedp (v navrzené
okiidlené Sroubovici) kontaktuji protein Smcbp. Prggme provedli cilenou mutagenezi
vybranych aminokyselin v dvou-hybridnim konstrukise4p. U mutant byla testovana jejich
schopnost vazat protein Smc5p a v kontrolnim teéssahopnost interagovat s partnerem
Nse3p. Timto zpsobem jsme identifikovali dva aminokyselinové zlyytkodpowdné za
specifickou interakci s proteinem Smc5p (obr. 18jich poloha v navrzeném modelu Nse4p
souhlasila s pozici aminokyselin Scclp, které KamjaSmclp v krystalové strukiter (PDB:
1WIW).

3 Ser219

Phe216

Obrazek 13. Srovnani krystalové struktury proteinu Scclp s modelovanou strukturou
Nsedp Obs strukturni domény jsou slozeny z& $roubovic (H1-H3) ait B-listd (S1-S3)
vytvérejicich tzv. okidlenou Sroubovici. Zvyrazmy jsou aminokyselinové zbytky (v H3
Sroubovici) podilejici se na interakci s Smc progdé8].

Interakce C-koncové domény Scclp s Smclp (v kobedm komplexu) sedastni
koncovéacast hlavové domény Smclp [90]. €hfjsme zjistit zda je tomu tak i v Smc5p-
Nsedp dimeru. Zkratili jsme protein Smc5p o posiedrb5 aminokyselin a testovali jsme

jeho schopnost interagovat s Nsed4p (a Nse3p) wdowlin experimentech. Poslednich 55
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aminokyselin bylo nezbytnych pro interakci s Nsg4ptimco pro interakci s Nse3p byly
postradatelné). Tyto vysledky prokazali, Zze protdisedp se vaze s Smc5p podobnym
zpusobem jako Scclp s Smclp. Zéem jsme konstatovali, Ze Nsedp podjednotka plni v
komplexu SMC5-6 podobnou ulohu jako Kkleisinova pddjptka Scclp v SMC1-3
(kohesinovém) komplexu.

Kohesinovy komplex drzi sesterské chromatidy az zddatku anafaze, kdy je
kleisinova podjednotka Sccl proteolyticky r@p&na a spojeni sesterskych chromatid je
uvolnéno [91]. Analyzovali jsme stabilitu Nse4p vipghu burécného cyklu kvasinkysS.
pombe. V extraktech synchronizovanych kvasinkovych #&urjsme nedetekovali zadné
zmeny hladiny proteinu Nse4p. Protein Nse4p tedy neg@dstejnym dynamickym zZmam
v pribéhu burgéného cyklu jako Scclp. Toto naSe it je v souladu sipdstavou o
rozdilnych funkcich komplex SMC5-6 a SMC1-3 pro dynamiku chromatinovych stuokt
[46].

2.3.3.2. Charakterizace proteii Nse3/MAGE
2.3.3.2.1. Vazba proteifi Nse3/MAGEG1 s partnery Nse4

O funkci podjednotky Nse3p bylo do nedavna velmlargoznatk. Pokusili jsme se
ziskat vice informaci o kvasinkovém proteinu Ns@gpnoci mutageneze konzervovanych
aminokyselinovych zbyitk s cilem charakterizovat interakce Nse3p s jehtnpay Nselp a
Nsedp (obr. 12; [60]). iipravili jsme ges 90 bodovych mutaci v nejkonzervogjghoblasti
proteinu Nse3p tzv. MHIXasti (kapitola 1.4.1.1.). U kazdé mutanty byla de&ha jeji
schopnost interagovat jak s Nselp tak s Nse4p wa-tlybridnim systému. Wihacti mutant
jsme zjistili peruSeni vazby s éma partnery. Poté co jsme vytilbomodel struktury Nse3p
(na zaklad struktur MAGEA4 a MAGEG1 deponovanych v PDB datapakazalo se, Ze
odpovidajici aminokyselinové zbytky jsou zéewy do vnitni ¢asti molekuly. Je tedy
pravcEpodobné, Ze tyto aminokyseliny se podili na udrkeriarni struktury proteinu Nse3p
[60].

Nejvice nas zajimaly mutanty, které specificky Sdyuinterakci jenom s jednim
z partnedi. Skupina 20 mutant interagovala specificky poukisaslp zatimco vazba s Nse4dp
byla prerusena. Tento vysledek nazowal, Ze se jedna o aminokyseliny nezbytné pro wazb
Nse3p s proteinem Nsedp. VSechny tyto aminokysesieynachazely v C-koncougsti
Nse3p, ktera interagovala v pull-down pokusechosgmem Nsedp (kapitola 2.3.3.). Po
superpozici &chto aminokyselin na model struktury Nse3p jsmei lsghopni definovat

interakeni povrch proteinu Nse3p, ktery zprastkuje interakci s Nsedp. Ukazalo se, Ze se
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jedna o hydrofobni kapsu (obr. 14) teoou dobe konzervovanymi aminokyselinovymi
zbytky ze Sroubovic H4 (M214, T215, V216, A218, B2V222, S223), H5 (F235, L236) a
H8 (F296, V297, F300). Na interakci by se mohly ipgidi méré konzervované
aminokyseliny, které se nachazeji v oblasti &gymezi Sroubovicemi H5 a H6 (L239, L240,
L248, H249).

H4 H5 H6 S3 sS4 H7 H8
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211 300

W Q

Obrazek 14. Interakéni povrch kvasinkového Nse3p zodpadny za vazbu s proteinem
Nsedp. Sekvence Nse3p byla modelovana s pomoci dat zakoysch struktur lidskych
proteili MAGEA4 (PDB 2WAQ) a MAGEG1 (PDB 3NWO)A. Struktura reprezentujici
prostorové usp@adani Sroubovic (H4-H8, sttemodré) v C-koncovéasti Nse3p (AK 211-
300). Tmavomotk jsou vystinovany pozice aminokyselin kritické peeciarni strukturuB.
Povrchoveé usp@dani C-koncovéasti Nse3p. Aminokyselinytdiezité pro interakci s Nse4dp
se nachazi ve Sroubovicich H4, H5 a K8r¢ené). \étSina z nich m& hydrofobni charakter,
ktery je dolbe konzervovany v sekvencich Nse3p/MAGEG1 homb[6§].

Hydrofobni povrch d&chto Sroubovic je dde evoléné konzervovany od
kvasinkového Nse3p aZz po lidsky homolog nazyvanyQ#&1 (kap. 1.4.1.1.). V sekvenci
lidského MAGEGL1 jsme provedli mutagenezi Sesti bfalonich aminokyselin (obr. 15) ze
Sroubovice H4 (M180, 1181, L185) a H8 (F266, V26V270). V souladu s naSim
piedpokladem jednotlivé mutace specificky naruSilyhagmost proteinu MAGEGL1
interagovat s lidskym proteinem NSE4b zatimco akee s NSE1 naruSena nebyla [60]. Je
ziejme, Ze se konzervovana hydrofobni kapsestini interakce s NSE4 partnerem i v lidském
Nse3/MAGEGL1 proteinu.
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MAGEG1

Obrazek 15. Aminokyseliny lidského proteinu MAGEG1zodpowdné za vazbu s NSE4b.

Krystalova struktura (PDB: 3NWO0) znaaojici prostorové usgéadani Sroubovic (H4-H8)

C-koncovécasti MAGEG1. Ukazany jsou vybrané aminokyseliny byeaé pro interakci

MAGEG1 konstruktu s NSE4b proteinem (v dvou-hybidn systému). VSech Sest
aminokyselin {ervené) ma hydrofobni charakter (nachazi se vebéracich H4 a H8).

2.3.3.2.2. Vazba proteifi MAGE s partnery NSE4/EID

Lidsky genom koéduje 22 gérMAGE z 1. tidy (MAGEA az -C) a 11 gen2. tidy
(MAGED az -L a necdin; kap. 1.4.1.1.; [51, 52, 60NaSe studie ukazaly, Ze pouze
MAGEG1 protein je schopen vytket s dalSimi podjednotkami lidsky SMC5-6 komple®,[6
61]. Hydrofobni aminokyselinové zbytky, které sedipgji na interakci Nse3/MAGEG1
proteini s Nse4 proteiny, jsou didkonzervovany i v ostatnich MAGE proteinech. Raitho
jsme se proto analyzovat schopnost lidskych MAGEtgimi vazat se s proteiny NSEA4.
Pripravili jsme panel iznych konstrukt reprezentujici ob tfidy MAGE proteirii. Tyto
konstrukty byly transfekovany do beimych kultur HEK-293 HumanEmbryonic Kidney).
Proteinové lyzaty byly pouZity pro imunoprecigitd analyzu. étSina nami testovanych
MAGE proteimi interagovala s NSE4 proteiny. V lidskychnlk@éch jsou exprimovany dva
raizné NSE4 proteiny (NSE4a a NSE4b) jejichz sekvem@diomologii 70%. MAGE proteiny
interagovaly s okma proteiny s podobnou afinitou. Vyjimkou byl pou&®GEF1 protein,
ktery se nevazal s Zddnym z nich (obr. 16).
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Obrazek 16. Souhrnné zobrazeni interakci mezi MAGEa NSE4/EID. Konstrukty
reprezentujicitizné tidy proteimi MAGE vazaly (tmavomodré +) alespgeden z NSE4/EID
protein.

Geny NSE4 jsoucleny genové rodiny nazyvané EIDEXA-like Inhibitor of
Differentiation). Zakladniméleny této genové rodiny jsou EID1, EID2 a EID2b @&® byl
nezavisle pojmenovan jako EID3; [92]). EID1, EID2Ed#D2b vykazuji podobnost pouze
s prvni polovinou genu NSE4. JelikoZz interakci kuksvého Nse3p s Nsedp
zprostedkovava prvnicast proteinu Nsedp (kap. 2.3.3.), pokusili jsmezpstit zda jsou
proteiny EID schopny interagovat s MAGE proteinguBili jsme nas panel lidskych protéin
MAGE a pomocin vivo imunoprecipitace jsme analyzovali jejich vazbuatg@iny EID1, 2 a
2b. S proteiny EID1 a EID2 se vazala vice jak piwlavestovanych MAGE protein(obr.
koreluje s jeho relativhnejnizsi sekveini podobnosti s proteiny NSE4 (nasSe nepublikované
vysledky). Nekteré proteiny MAGE (jako nd&p necdin) interagovaly se vSemi proteiny
NSE4/EID zatimco jiné vykazovaly specifickou afinippouze wuci nékterym c¢lenim
NSE4/EID proteinové rodiny. Protein MAGEF1 nebyhgpen interagovat s proteiny NSE4,
ale vazal se na vSechny ostatni proteiny EID. NaddAGEG1, ktery se vazal s éima
NSE4 proteiny, nebyl schopen interagovat s zadnyb froteinem. Kazdy z testovanych
proteili MAGE vazal alespiojeden z proteitn NSE4/EID (obr. 16).

Tyto vysledky nazndly, Zze vazba MAGE-EID je konzervativni, proto jsrnobgli
ovetit zda se na ni podili konzervované hydrofobni kpWIAGE proteimi. Pomoci dvou-
hybridniho systému & vivo imunoprecipitace jsme testovali interakci dvou dieavych
mutant (mutace F282A a L283A ve Sroubovici H8).¢@to mutace potkaly schopnost
necdinu interagovat s proteinem EID1 (naSe nepabtika data). Tyto vysledky prokazaly,
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Ze interakce protein MAGE a EID/NSE4 je evokné konzervovana. GbMAGE a EID

genove rodiny patghspolené ko-evolvovaly pi genezi placentélnich sav.c

2.3.3.2.3. Vazba Nse3/MAGE s Nsel (a RING-fingerygieiny

V ramci analyzy kvasinkového proteinu Nse3p jsmentdikovali 12 mutaci, které
specificky narusily vazbu s Nselp proteinem (ka@.322.1.; [60]). Ve shad s naSimi
piedchozimi vysledky (kapitola 2.3.3.) byl&t§ina mutovanych aminokyselinovych zhytk
z N-koncovécasti proteinu Nse3p. Na rozdil od Nse4-specifickyblytki (kap. 2.3.3.2.1.)
smefovala &tSina Nsel-specifickych aminokyselin dovnstruktury okidlené Sroubovice a
pouze 3 aminokyseliny sffovaly k povrchu proteinu.i@dpokladame, Ze mutace postranich
fetézcl vnorenych dovnit struktury porusily terciarni strukturu N-koncovéndény aniz by
narusily interakce C-koncové domény s proteinemdls@yto nasSe vysledky a interpretace
jsou v plné sho#l s nyni publikovanou strukturou ko-krystalu lidskeMAGEG1-NSE1
heterodimeru [68].

Srovnani dat ziskanych z ko-krystalu a z analy&veseci ukazalo, Ze Nse3/MAGE
aminokyselinové zbytky kritické pro interakci s NSfsou dobe konzervované pouze v
proteinech Nse3/MAGEG1 a MAGEF1 (naSe nepublikovdata). Jedi& tyto dva MAGE
proteiny interagovaly s NSE1, zatimco ostatni niK6D, 68]. Ztrata schopnosti MAGE
proteimi vazat NSE1 protein vedla i ke ztrgejich schopnosti vyti@t Nsel-Nse3-Nse4d
heterotrimer a fundni SMC5-6 komplex. Vfipact MAGEF1 vznikd sice heterodimer
MAGE-NSE1, ale ten se misto s NSE4 vaze s proteig#dn (kap. 2.3.3.2.2.). Vzhledem
k tomu, Ze proteiny EID postradaji C-koncovou domémeni heterotrimer MAGEF1-NSE1-
EID schopen interagovat s hSMC5 proteinem a wtiv&MC5-6 komplex. Divergence
MAGE vazebnych schopnosti vedla ke vzniku novych GEAkomplexi. Dilezitou Ulohu
v téchto komplexech nadale hraji proteiny NSE4/EID atginy obsahujici RING-finger
domény (obr. 17; [60, 68]; naSe nepublikovana data)
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SMC5-6 komplex

NSE4 vazebna mista konzervovana

luéni diversifk
M NSE1 (a SMC6) zménéna

hypotetické
MAGE komplexy

MAGEA1

Obrazek 17. Schématické znazomni divergence komplexi MAGE. Jedirg protein
MAGEGL1 je schopen interagovat jak s NSE1 tak s N&Bgoluvytvéet komplex SMC5-6.
Ostatni proteiny MAGE &kterou z vazebnych vlastnosti ztratily @miy) a vytv&i nové
komplexy.

2.3.3.3. Vazba Nse3p s proteiny Smc

Pri hledani Smc6p-vazebnych protiifsme zjistili, Ze se Nse3p vaze na hlavové
domény proteith Smc5p i Smc6p [48]. 4pob vazby Nse3p s Smcb5p je vSak odliSny od
kleisinové podjednotky Nse4p, jelikoz delece posied 55 AK z molekuly Smc5p
nenarusSila vazbu s Nse3p (zatimco vazba s Nse4ppstuSena; kapitola 2.3.3.1.). Vazba
Nse3p s Smc6p je sHj$i nez Nsedp-Smc6p a mohla by tedy vyznanmpiispivat
k premoséni hlavovych domén dimeru Smc5p-Smc6p. Tuto darkn podporuji i vysledky
analyzy proteiit MAGE [60].
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2.3.4. Podkomplex Nse5p-Nse6p

V' S. pombebyl identifikovan je&t dalSi heterodimerni podkomplex ewvéid
nekonzervovanych proteirNse5p a Nse6p, ktery spojuje hlavové domény prdt8imc5p a
Smc6p [44]. Nseb5p interagoval se stejnymi konsyrubsahujicimi hlavové domény, jako
Nsedp a Nse3p (kapitola 2.3.3.1.; [48]). | vtongidpact delece poslednich 55 AK z
molekuly Smc5p nenarusila vazbu s Nse5p (podgdko v gipact Nse3p; kapitola 2.3.3.2.).

Obrazek 18. Souhrnné znézor#éni kvasinkového komplexu SMC5-6Jadro kvasinkového
komplexu tvdi heterodimer Smc5p-Smc6p s Nse2p podjednotkouzaaeéi na raménko
proteinu Smc5p. Hlavové domény heterodimeru Smabp6p jsou propojeny
podkomplexem Nselp-Nse3p-Nsedp. V SMC5-6 komplexasikky Schizosaccharomyces
pombespojuji hlavové domény taktéz podjednotky Nse5pégse

Ackoli Nse6p vazal celé proteiny Smcbp a Smc6p, seagioval v pull-down
pokusech ani s konstruktem obsahujicim hlavové dgmeni s fragmenty obsahujicimi
rameénka (bez hlavovych domén) Smc5p a Smc6pivwdgnich hlavovych konstruktech byly
pouzity N- a C-koncové globularrasti Smc proteiin s kratkymi (asi 50 AK) raménky
propojenymi flexibilnim linkerem. Vytwidli jsme nové konstrukty s raménky prodlouzenymi
na 100-150 aminokyselin. Tyto prodlouzené hlavowaskrukty byly schopné vazat protein
Nseb6p stejé dokre jako celé proteiny Smc5p a Smc6p [48]. fmé, Ze protein Nse6p se
(spolu s Nsebp) vaze zjiné strany hlavovych domédkomplexu Smc5p-Smc6p a plini
patrre jinou funkci nez podkomplex Nselp-Nse3p-Nsedp.(GB). Interakce podkomplexu
Nse5-6 nejsou evotmé¢ konzervovany v eukaryontnich iikkach a jejich funkce neni

nezbytna pro hlavni aktivity kvasinkoveh®. pombgekomplexu SMC5-6 [44].
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NasSe vysledky analyzy podjednotek SMC5-&lynvelky vyznam pro utvi@ni
piedstavy o architekte a fungovani SMC5-6 komplexu na molekularni Urovatimco u
kohesinového komplexu slouzi hlavové domény, aigmpsujici kleisinova podjednotka,
jako hlavni vstupni/vystupni brana pro DNA, jéejme, Ze wtkolikanasobné provazani
hlavovych domén heterodimeru Sm5p-Smc6p komplikejeo dokonce e branit vazé a
vstupu DNA do tohoto heterodimeru (obr. 18). PokDNA vstupuje do prostoru mezi
raménky Smc5-Smc6 i@dpokladame, Ze se takje pies caso¥ omezené ferusSeni vazby

pantovych domén, tak jako je tomu ¥itych situacich i u kohesinového komplexu [93].
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3. ZAVER

Predkladdana habilitami prace shrnuje dosavadniinps kandidata v oblasti analyzy
proteinovych interakci a jejich vyznamu pro Bémé procesy. Vysledky byly publikované v 8
¢lancich v mezinarodnich odborny¢hsopisechJIF=39, citovano 341x) a nejn&éi data
byla nedavno sepsana a odeslana do mezinarodniflonéthocasopisu PLoS One. Véeth
kapitolach se autor zabyva vysledky analyzy interakznych tym proteini a jejich podilem
na tvorlg riznych komplex (nag. na utvdéeni a funkci komplexu SMC5-6). Pojitkegthto
zdanliw raznorodych analyz je jasna snaha kandidata o poadfopgisobu jakym se
proteinové interakce podileji na ignych procesech.

Z této prace je iejme, Ze vyznamny podil na protein-proteinovychmizanich)
interakcich maji coiled-coil domény (fajintermolekularni interakce dvou molekul proteinu
Sla2p/End4p nebo intramolekularni interakce codeil-domén proteitn Smc). Vyhodou
dimerizace stejnych molekul jefgmevsSim vznik symetrie. Tato symetrieaza bul’
zdvojnasobit peet aktivnich mist (nap dimer p53 mze vazat d¥ vlidkna scDNA) nebo
zdvojnasobit velikost vazebného povrchu a vazbuilize®ap:. nckteré DNA-vazebné
proteiny). Ri intramolekularni interakci coiled-coil domén vkainova konformace molekuly
(nap. intramolekularni interakce u Smc proteipriblizuje odlehlé N- a C-koncovéasti
molekul a vytvéi novou hlavovou doménu).

Je typické, Ze proteinové komplexy (iakomplex SMC5-6) jsou utvany evazr
slabymi interakcemi jednotlivych podjednotekit&nim tchto slabych interakci vSak vznika
pevny a stabilni komplex. Na molekularni drovni jednotlivé malé interaini povrchy
podjednotek dostavaji désné blizkosti (fi vzajemnych interakcich podjednotek) a vyiva
tak povrchy ¥tSi a interakce stabilizuji (pozorovano hap podkomplexu Nselp-Nse3p-
Nse4p).

Velmi zajimavou otazkou je evoluce protein-proteiah interakci a vznik novych
komplexi. Zména jedné kkiové aminokyseliny v podjednotce multiproteinovétmmiplexu
muze znamenat ipruSeni interakce s jednim partnerem. Diky stabiiinu efektu
(interakcim) ostatnich podjednotek komplexu vSakum mit tato mutace za nasledek rozpad
komplexu (pozorovano népv podkomplexu Nselp-Nse3p-Nsedp)kali jsou proteinové
sekvence pod silnym sek@km tlakem maji utitou volnost pokud je zachovana celistvost a
funkénost celého komplexu. Mnohem mensi séhéklak na duplikaty takovychto protein
dava moznost vzniku novych proteinovych komjglexhovymi funkcemi. Rkladem takovéto

neofunkcionalizace jsou proteiny z rodiny MAGE.
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Pti spojovani komplek do wtSich funknich celki a @i interakci funkin¢é odliSnych
komplexi v procesech, které jsaiaso¥ a prostorov specificky vymezeny, je tak&tginou
zapotebi vice vazebnych konta@ktNagpiklad byla identifikovdnaada protein-proteinovych
interakci mezi komponenty aktinového cytoskelettramsl&niho aparatu (ndp interakce
proteini Sla2p/End4p s elF3a). Tyto interakce mohou zétyeh podminek provazat
aktinové a transtai komplexy do funkniho celku, ktery se podili na lokalizované tracisla
specifickych mRNA.

Souwasnou snahou proteomickych studii jeqevsim pochopit architekturu a funkci
jednotlivych proteinovych kompléxa nasledé jejich vzajemné fisobeni. Analyza protein-
proteinovych interakci podjednotek komplexkazuje jednak fyzické propojeni podjednotek
v komplexu, ale také naz&ige jejich funkini propojeni. Systematické mapovani protein-
proteinovych interakci podjednotek komplexu SMCHpineslo edstavu prostorového
uspdadani tohoto komplexu a nastinilo dlohu jednotlivyeodjednotek na molekularni
arovni.

Studium proteinovych interakci napomaha pochopenégs probihajicich v bice.
Analyza protein-proteinovych interakci na udrovnilét® burcného proteomu ukazuje
vzajemne fyzické a furtki provazani i zdanlwodliSnych komplek (jako nap. aktinového a

elF3 komplexu).
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4. ABSTRACT

This thesis summarizes analysis of several prateimplexes. It starts with actin-
associated Sla2p/End4p protein which is involveddtin nucleation and endocytosis. We
found that the central coiled-coil domain of Sld&2pd4p mediates homodimerization and
together with Abplp facilitates internalization stef endocytosis. In addition, Sla2p/End4p
protein interacts with elF3a/Rpglp subunit of eyk#c translation initiation factor (elF3).
This interaction probably contributes to specifianslation which is localized on the actin
cytoskeleton.

Next we explored DNA-binding properties of p53 twm suppressor. We
characterized its selective binding to ScDNA (sap#ed DNA). Its C-terminal DNA-binding
part mediates the interaction with two DNA stravdsich are in close proximity. Using
fragment analysis and electron microscopy techmigue found that oligomeric state of p53
is essential for formation of the nucleoprotein $8®NA complexes

Finally, detail analysis of yeast and human SMG&plexes and their subunits has
brought new insights into the architecture and fiomc of the SMC5-6 complex on the
molecular level. Most recently we focused on theeMBIAGE subunit of the SMC5-6
complex and discovered an evolutionarily conseovatf its binding to Nse4/EID proteins.
This thesis reflects the candidate’s efforts to arathnd molecular mechanisms of protein

interactions and their role in protein complexed e@llular processes.
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6. Seznam zkratek

ABP1 —Actin-Binding Protein (aktin-vazajici protein)

AK — AminoKyselina

Arp - Actin-relatedproteins (proteiny podobné aktinu)

EID - E1A-like Inhibitor of Differentiation (inhibitory diferenciace podobné Ep#oteinu)
EMSA - ElectrophoretiaV obility Shift Assay

HEK - HumanEmbryonicKidney (buiky izolované z ledvin lidskych embryi)

HIP - Huntingtinl nteractingProtein (protein interagujici s Huntigtinem)

MAGE - M elanomaAssociated anBEn

MHD - MAGE-HomologniDoména

NSE -Non-SMC Elementy (non-SMC podjednotky)

RING -ReallyInterestingNew Gene

scDNA -supecoiled DNA (nadSroubovicova DNA)

SCS -sdDNA-selective binding (selektivni vazba s nadSroubovicoNA)

SLA - SyntheticL ethal withABP1 (gen pdebny pro peZiti burgk postradajicich ABP1)
SMC - StructuralM aintenance o€hromosome (proteiny udrzujici strukturu chromogpm
SUMO - Small Ubiquitin-like MO difiers (malé modifikatory podobné ubiquitinu)
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