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1.UVOD

Proteiny jsou zdkladnimi soucastmi kazdé¢ bunky a ucastni se témét vSech bunéénych
procesii. Maji naptiklad Glohu podptrnou, transportni (aktinovy cytoskelet; kapitoly 1.1. a
1.2.), regulacni, ochrannou (nadorovy supresor p53; kap. 1.3.), podili se na opravé poskozené
DNA a na vytvaieni chromatinovych struktur (komplexy SMC; kap. 1.4.) atd.

Proteiny zfidka funguji v bunécnych procesech osamocené. VétSina bunécnych
procest je na molekuldrni Grovni znaén€ komplikovand a vyzaduje uc¢ast mnoha proteini.
Proteiny nejCastéji interaguji s dalSimi proteinovymi partnery prostfednictvim specifickych
domén a vytvareji stabilni funkéni komplexy (napt. komplexy SMC; kapitola 1.4.) nebo
casové omezené vazby (napf. interakce proteinti regulujicich dynamiku aktinového vldkna;
kapitola 1.1.). Analyza protein-proteinovych interakci celych proteomt ukézala, Ze
proteinovych komplext je, napt. v modelovém organismu pucici kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, kolem 800 [1, 2]. Proteinové interakce komplexd s dalsimi molekulami v Case a
prostoru urcuji prubéh procesti odehravajicich se v bunice. Abychom mohli pochopit bunécné
procesy na molekularni urovni je tfeba do hloubky porozumét interakcim proteini a

proteinovych komplexd.

1.1. Aktinovy cytoskelet

Typickym piikladem detailné¢ studovanych proteinli jsou cytoskeletdlni proteiny.
Analyza aktinu ukdzala, Ze je schopen sam polymerizovat (self-assambly) a vytvaret dlouha
vlakna. Aktinovy cytoskelet se podili na procesech zajistujicich pohyb bunck, tvar a
dynamiku cytoplasmatické membrany, dopravu organel a sekre¢nich vackl, dopravu mRNA
do mist lokalizované proteosyntézy (kapitola 1.2.), endocytozu (kapitola 1.1.1.) atd. Pro tyto
riznorodé funkce vyZaduje aktinovy cytoskelet mnozstvi regulacnich proteind (accessory
proteins), které kontroluji sestavovani a dynamiku aktinovych vldken. Pro nukleaci aktinu
jsou nezbytné proteiny Arp2 a Arp3 (Actin-related proteins), které se podili 1 na vétveni
aktinovych vlaken. Dynamika vldkna je ur€ovéna interakcemi s proteiny depolymerizujicimi
(napt. Cofl/cofilin) nebo stabilizujicimi (Tpml/tropomyosin) aktinovy polymer. Aktinova
vlakna se mohou spojovat do svazkii nebo vytvaret sité¢ (s pomoci Sac6/fimbrinu a
Scpl/transgelinu). Dalsi proteiny interaguji s aktinem a napomahaji naptiklad pfi uchyceni a
dopravé vackl po aktinovém cytoskeletu (Slal, myosiny) nebo pfipojeni membranovych

vchlipeni k aktinovému vldknu a vzniku endocytickych vacka (Abpl, Sla2; kap. 1.1.1.).



1.1.1. Aktinovy cytoskelet a endocytéza

Prvni vysledky nasvédcujici funkénimu spojeni mezi aktinovym cytoskeletem a
endocytozou pochazi z kvasinkovych genetickych experimentii (pfehledné v [3]). Pfi hledani
genl nezbytnych pro endocytézu v kvasinkovych buiikach byly izolovany napf. aktinové
mutanty a mutanty genti, které se podileji na dynamice aktinovych vldken (napt. myosiny,
SAC6, SLA2; [4-6]). V téchto studiich byl gen SLA2 nezavisle izolovan a pojmenovan END4
(ndzev END4 je odvozen od funkce v endocytoze, zatimco SLA2 znamena Synthetic Lethal
with ABP1). NaSe analyza kvasinkového proteinu Sla2p/End4p vyznamné prispéla
k pochopeni ulohy jednotlivych domén v dynamice aktinu a v endocytoze (kapitola 2.1.1.;
[7]). Pozdé&ji se ukézalo, ze lidské homology HIP1 (Huntingtin Interacting Protein) maji
podobnou skladbu domén tj. N-zacatek (vazba na fosfolipidové membrany), centralni coiled-
coil doména (interakce s klathrinem a dimerizace) a C-konec (vazba s aktinem). Proteiny
Sla2/HIP1 jsou v soucasnosti povazovany za jedny zkliCovych proteini v procesu
endocytozy [3].

Postupné bylo zjisténo, Zze v mistech endocytdzy dochazi ke koordinovanym procestim
jichz se ucastni Ctyfi rGzné proteinové moduly: endocyticky obalovy komplex, modul
polymerace aktinu, modul regulujici dynamiku aktinu a proteiny odskrcujici endocytické
vacky (obrazek 1; [3]). V prvni fazi endocytézy se pod cytoplazmatickou membranou
shromazd’uji molekuly klathrinu, které vytvaii obalovy komplex. Tento komplex obsahuje
Sla2/HIP1 a dal§i proteiny, které spousti polymeraci aktinu. V druhé fazi dochézi
k zakfivovani membrany diky nukleaci a polymeraci aktinu (proteiny Arp2/3, Lasl7). Sit
aktinovych vldken se postupné rozsifuje diky myosinim (Myo3/5) a dochazi ke vzniku jamky
a invaginaci. Pro tuto fazi jsou dilezité proteiny regulujici dynamiku aktinového cytoskletu
(Sac6, Scpl, Cofl, Abpl). Pro odskrceni vacku je klicovy heterodimer Rvs161/Rvs167 a jeho
interakce s aktin-vazajicimi proteiny (MyoS, Sla2). Predpokldda se, ze aktin-myosinovy
komplex s proteiny Rvs vytvaii kontraktilni krouZek kolem vacku a odskrcuje jej. Na
aktinovy cytoskelet se ptipojuji faktory (Arkl, Prkl) pottebné pro rozpad obalového
komplexu, ktery odskrceni vacku doprovazi (obr. 1). Pii rozpadu obalového komplexu
dochazi k oslabeni vazby proteinti Sla2/HIP1 k membrandm a klathrinu. Uvolnéné vacky (bez
klathrinu) se pohybuji spolu s aktinovym cytoskeletem dovniti buniky, kde fizuji s endozoémy.
Po rozpadu klathrinového obalu ziistava protein Sla2/HIP1 asociovany s aktinem a i¢astni se i
této dynamické faze endocytdzy. Analyza proteinti Sla2/HIP1 naznacuje, Ze jsou schopné
diky konformacnim zméndm vazat samostatn¢ klathrin (obalovy komplex) nebo aktin

(odskrcené vacky), stejné jako klathrin a aktin zaroven (faze invaginace; [3, 8]). Lze



predpokladat, ze protein Sla2/HIP1 hraje roli adaptoru i v jinych aktin-asociovanych
procesech jako je naptiklad lokalizovana proteosyntéza (kapitoly 1.2.1. a 2.1.2).
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Obrazek 1. Schématické znazornéni pribéhu endocytézy u kvasinek. Ctyii faze
vzniku endocytickych vackl (A) s detailnim vyobrazenim nékterych dilezitych proteinti (B).
V prvni fazi endocytdézy se pod cytoplazmatickou membranou shromazd’uji molekuly
klathrinu, které vytvari s dalSimy proteiny (Slal, Sla2) obalovy komplex. V druhé fazi
dochazi k zakfivovani membrany diky nukleaci a nasledné polymeraci aktinu (Arp2/3,
Las17). Sit’ aktinovych vldken se postupné rozsifuje diky myosinim (Myo3/5) a dochazi ke
vzniku jamky a invaginaci. Pro tuto fazi jsou dilezité proteiny regulujici dynamiku
aktinového cytoskletu (Sac6, Scpl, Cofl). Ve teti fazi vytvari aktin-myosinovy komplex
kontraktilni krouzek kolem vacku a odSkrcuje jej. Po odSkrceni vacku a rozpadu obalového
komplexu je pohyb vacku ur¢ovan dynamikou aktinového cytoskeletu. Upraveno dle ¢lanku

[3].

1.2. Lokalizovana proteosyntéza
Ptikladem slozitého procesu vyzadujictho vzajemné interakce velkého mnoZstvi
proteinii a specializovanych komplexti je proteosyntéza. Ucastni se ji pfedev§im malé a velka
VétSina proteind je syntetizovdna na ribozomech ukotvenych na endoplasmatickém
retikulu nebo na ribozomech volné se vyskytujicich v cytoplazmé. Elektronova mikroskopie
ukézala, Ze cytoplazmatické ribozomy mohou byt ukotveny na cytoskeletu [10]. V riznych

buiikach riznych organismii mohou byt ribozomy ukotveny na rizné cytoskeletalni sité.



Naptiklad v axonech jsou ribozomy a translacni faktory ukotveny (a jsou zavislé¢) na
aktinovém cytoskeletu (obrdzek 2; [11, 12]). Specifick¢é proteiny nejsou do axonl
transportovany, ale dopravovana je mRNA a proteiny jsou syntetizovany v axonech.
Lokalizovana translace hraje klicovou ulohu v neuronalnim vyvoji a funkci synapsi. Dosud
bylo objeveno pouze malo interakci translatniho aparatu s cytoskeletem. Pro pochopeni
supramolekularni organizace cytoskelet-asociované syntézy proteinii bude tfeba identifikovat

dalsi interakce.

1.2.1. Translace lokalizovana na aktinovém cytoskeletu

Hlavnim cytoskeletalnim elementem, ktery se podili na organizaci transla¢niho
aparatu je aktin (ptehledné¢ v [13]). Je znamo nékolik piikladii asociace podjednotek
translacniho aparatu se slozkami aktinového cytoskeletu. Protein eEF2 kolokalizuje
s aktinovymi vldkny v mysich embryondlnich fibroblastech a interaguje s aktinem in vitro
[14, 15]. GTPaza eEFI1A, ktera je zodpovédnd za ptenos aminoacyl-tRNA na ribozomy, je
asociovana s aktinem v kvasinkach i1 v sav¢ich bunkach [16, 17]. Tento protein se kromé

translacnich aktivit 1 pfimo podili na reorganizaci cytoskeletu.

aktinové vlakno

Obrazek 2. Schématické znazornéni ukotveni proteosyntézy na aktinovy cytoskelet.
Proteiny transla¢niho systému (faktory elF3 a eEF1, ribozomalni podjednotky 40S a 60S)
interaguji s aktinovym cytoskeletem (aktinové vlakno, protein Sla2). Upraveno dle ¢lankt [9,
13].

1.2.1.1. Interakce inicia¢niho faktoru translace elF3

.....

Podjednotky komplexu elF3 vzdjemné propojené protein-proteinovymi interakcemi vytvari



leSeni, na které se pfipojuje ribozomalni komplex 40S a dalsi iniciacni faktory [18]. Vazba

.....

.....

elF3 (a ostatnich elF) na podjednotce 40S umoznuje nasedani dalSich proteinii z opacné
strany elF3. Tato ¢ast elF3 je urCena pro interakce proteini, které¢ by nemély zasahnout ptimo
do mechanismu iniciace translace fyzickym kontaktem s 40S [9].

Z tohoto hlediska by elF3 mohl byt vhodnym mistem i1 pro ukotveni translace
k aktinovému cytoskeletu (obrdzek 2). Iniciacni faktor elF3 je pfitomen v cytoskeletalnich
frakcich HeLa bunék [19]. Jeho nejvétsi podjednotka elF3a interaguje s aktinovym vldknem
v rakovinnych bunkéch vajecniki [20] a s aktin-vazajicim proteinem Sla2 v kvasinkovych

bunikéach (kapitola 2.1.2.; [21]).

1.3. Interakce nadorového supresoru p53

Protein p53 je v soucasnosti jednim z nejvice studovanych proteinli. 7P53 gen patii
mezi nejcastéji mutované geny v lidskych nadorech. Prvni studie proteinu p53 ukazaly, ze se
ucastni DNA-opravnych procest. Teprve pozdéji byla odhalena jeho funkce v aktivaci
transkripce genti dulezitych pro bunétny cyklus a apoptézu (ptehledné v [22, 23]).
V soucasné dob¢ je p53 povazovan za klicového hrace pro stabilitu genomu diky své

schopnosti branit riznymi zpiisoby vzniku nadort [24].

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

Obrazek 3. Schématické znazornéni doménového sloZzeni proteinu p53. Centralni doména
(¢ervena, AK ~100-300) se vaze na specifické sekvence v promotorech genti a aktivuje jejich
transkripci (zlutd, transaktivaéni doména, AK 1-100). Molekula p53 vytvaii tetramery
prostiednictvim oligomerizacni domény (vlnovky, AK 325-356). C-koncova doména (modre,
AK 363-382) se vaze na rizné DNA substraty bez sekvencni specifity.

Doménova skladba proteinu p53 napovidd o jeho mnoha funkcich (obrazek 3). N-
zacatek interaguje s faktory regulujicimi jeho transkripéni aktivitu (napt. MDM2). Pro
specifickymi sekvencemi v promotorech gent ovlivitujicich bunééné procesy (piehledné v

[25]). Pti genotoxickém stresu bunky je p53 aktivovan a zvySuje hladinu transkripce cilovych



genu (jako napt. MSH2, p21, BAX; obrazek 4) a napomaha tak ochran¢ bunky pied nasledky
poskozeni. p53 ovliviiuje opravu poskozené¢ DNA (prostifednictvim zvySené exprese napf.
MSH?2). Protein p53 miZe pozastavit bunéény cyklus (prostfednictvim zvySené exprese napf.
p21) a dat tak bunice ¢as pro opravu poskozené DNA. Pokud je poSkozeni ptili§ rozsahlé miize

p53 indukovat apoptdzu (prostiednictvim zvysSené exprese napi. BAX).
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Obrazek 4. Protein p53 je multifunkéni. Protein p53 je aktivovan genotoxickym stresem
buiiky. Protein p53 zvySuje transkripci cilovych genti (jako napt. p21, MSH2, BAX) a
napomaha tak ochran¢ bunky pied nasledky poskozeni (dava ¢as burice na opravu zastavenim
bunééného cyklu, ovliviluje opravu poSkozené DNA, eventudln€ pii zdvazném poskozeni
indukuje apoptozu). p53 rozeznava rizné substraty podobné poskozené DNA (napt. konce
DNA, chybné parované¢ fetézce, jednofetézcové mezery) a interaguje s proteiny klicovymi pro
opravu DNA (napft. rekombindza RADS51). Upraveno dle ¢lanku [26].

Dtkazy o pfimém zapojeni proteinu p53 do opravy poskozené DNA pochazi z praci,
které ukazaly schopnost C-koncové ¢asti (AK 363-382) rozezndvat a vazat substraty podobné
poskozené DNA (napf. konce DNA, chybné parované fetézce, jednoietézcové mezery; [27,
28]). Protein p53 muze katalyzovat renaturaci kratkych jedno-fetézcovych useki DNA a

vyménu mezi fetézci (tzv. strand exchange). UGasti p53 na homologni rekombinaci



nasvédcuje 1 jeho afinita ke tfi- a Ctyf-fetézcovym strukturdm (tzv. Holiday junction). p53
fyzicky interaguje napt. s proteinem Rad51 a muze tak kontrolovat spravnost rekombinace
dvou fetézciit DNA, které maji podobné sekvence (homologni rekombinace). p53 se podili i na
kontrole homologni rekombinace potfebné k opravé replikacnich vidlic zastavenych v misté
poSkozené DNA [26, 29, 30]. V naSich studiich se ndm podaftilo charakterizovat dal$§i mozny
substrat C-koncové cCasti proteinu p53 [31, 32]. Vysledky elektronové mikroskopie ukazaly,
ze protein p53 vaze dvé vedle sebe lezici vldkna DNA (pfipominajici intermediaty
rekombinace; obr. 4). S takovymto substratem je p53 schopen vytvaiet nukleoproteinova
vlakna (kapitola 2.2.; [33, 34]).

Na replikaci a rekombinaci se podili transkripéné neaktivni (latentni) molekuly p53
(neschopné vazby na specifické sekvence prostfednictvim centrdlni domény; [26]). NaSe
studie naznacily, ze latentni p53 by mohla byt vdzand prostfednictvim C-koncové domény s

nadsroubovicovou DNA vyskytujici se v chromatinu [32].

1.4. Komplexy SMC udrZzuji strukturu chromosomii

Jedny z nejkonzervovanégjSich proteini jsou tzv. Structural Maintenance of
Chromosome (Smc) proteiny, které se rlznymi zpisoby podili na udrzeni struktury
chromosomil (pfehledné v [35]). Genetické a bunécné studie ukézaly, ze hraji kli¢ovou roli
v segregaci a kondenzaci chromosomtl, genové regulaci a rekombinaci. Proteiny Smc a jejich
komplexy lze nalézt u vSech organismli od bakterii az po Clovéka (ptehledné v [36]).
Bakteridlni genomy obsahuji po jednom smc genovém produktu, ktery tvofi homodimery.
V eukaryotech existuje nejméné Sest riznych Smc proteint vytvarejicich heterodimery. Dimer
Smc1-Smc3 je jadrem kohesinového komplexu, ktery je klicovy pro drzeni (kohesi)
sesterskych chromatid. Kondensin obsahuje heterodimer Smc2-Smc4, ktery je esencialni pro
vytvateni kompaktnich (kondenzovanych) chromatinovych struktur a pro jejich segregaci.
Komplex SMC5-6 je zapojen do homologni rekombinace a dalSich procesii opravy poSkozené
DNA (piehledné v [37]).

Proteiny Smc upoutaly pozornost piedev§im specifickou organizaci domén. Na
zacatku a konci sekvence proteinu Smc se nachdzi casti ATPazové domény (N-zacatek
obsahuje Walker A zatimco C-konec Walker B motiv; obrazek 5). Mezi témito motivy jsou
sekvence kodujici dlouhé Sroubovice uprostied preruSené globularni doménou. Plavodni
pfedstavy pocitaly s interakci Sroubovic dvou rtiznych Smc a pfiblizenim Walker A a B
motivl z odliSnych molekul (obr. 5A). Jak se pozdéji ukdzalo, centralni globularni doména

ohyba fetézec molekuly Smc zpét (proto ndzev pantova doména; obr. 5B; {Melby, 1998
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#45;}). To umoznuje intramolekuldrni interakci Sroubovic a vytvoreni anti-paralelni coiled-
coil struktury (ramének). Dochazi k ptiblizeni N- a C-koncovych motivil téze molekuly Smc a
vzniku ATPazové hlavové domény. Za spojeni dvou molekul Smc jsou zodpovédné pantové

domény (obr. 5B; [38, 39]).

A. B. hlavové a pantové domény
)/
O
raménko
Intermolekularni anti-paralelni coiled-coil Intramolekularni anti-paralelni coiled-coil

Obrazek 5. Dimerizace Smc molekul. A. Dvé molekuly Smc proteinti (Cervend a modra)
mohou interagovat prostfednictvim Sroubovic (intermolekularni anti-paralelni coiled-coil
spojeni). Hlavové domény jsou slozeny z N- a C-koncovych ¢asti odliSnych molekul. B. Dvé
Sroubovice téze molekuly interaguji mezi sebou (intramolekuldrni vazba) a vytvari anti-
paralelni coiled-coil raménka. N- a C-koncové motivy (Walker A a B) téZze molekuly se
skladaji do ATPazové hlavové domény. Propojeni dvou molekul Smc zprostiedkovavaji
sttedové pantové domény. Pievzato z ¢lanku [36]

Ackoli kohesin a kondensin maji podobné doménové usporadani, jejich prostorova
konformace se liSi (obrazek 6). Coiled-coil raménka Smc2-Smc4 jsou blizko sebe zatimco
Smcl-Smc3 dimer vytvaii prstence. Prstencovy tvar kohesinu je uzavien interakcemi
kleisinové podjednotky Scclp s hlavovymi doménami proteinli Smcl a Sme3 (fecky xkAoico
= uzavirat). Predpoklada se, Ze prstenec obepind chromatinova vldkna dvou sesterskych
chromatid. Proteolytické Stépeni podjednotky Sccl na pocatku anafaze otevird prstenec
v oblasti hlavovych domén a umoziiuje uvolnénym sesterskym chromatiddm segregovat.
Podjednotka Scc3 se podili na regulaci §tépeni kleisinu Scclp.

Kondensinovy komplex obsahuje, kromé Smc2-Smc4 dimeru, tfi non-Smc elementy
(Nse podjednotky). Podjednotka CAP-H patii do rodiny kleisini a premostuji hlavové
domény dimeru Smc2-Smc4 (obr. 6; [41, 42]). Dalsi dvé podjednotky, CAP-D2 a CAP-G,
obsahuji HEAT repetice. Tyto podjednotky interaguji s kleisinovou molekulou CAP-H,
nicméné jejich detailni funkce neni znama. U vysSich eukaryot existuje komplex oznacovany

kondensinll s podobnymi podjednotkami (CAP-H2, CAP-D3 a CAP-G2).
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Obrazek 6. Architektura kohesinu a kondensinu. Heterodimer Smcl-Smc3 vytvari
prstencovitou strukturu (schopnou pojmout 30nm chromatinova vldkna). Hlavové domény
kohesinu ptemostuje kleisinova podjednotka Sccl. Rozstépeni podjednotky Sccl na pocatku
anafdze otevird prstenec a umoziiuje uvolnénym sesterskym chromatidam segregovat.
Kondensinové komplexy obsahuji Smc2-Smc4 dimery s raménky tésn¢ u sebe. Podjednotky
CAP-H patii do rodiny kleisinii (pfemostuji hlavové domény) a CAP-D i CAP-G obsahuji
HEAT repetice. Pievzato z ¢lanku [40].

1.4.1. Komplex SMC5-6

(kapitola 2.3.1.; [43-45]). Sekvence proteini Smc5 a Smc6 divergovala vice nez sekvence
proteinii Smc1-4, nicméné byla zachovana stejna doménova organizace typickd pro ostatni
proteiny Smc [46]. Zjistili jsme, Zze také Smc5 a Smc6 proteiny dimerizuji prosttednictvim
pantovych domén (obrazek 7; kapitola 2.3.2.1.; [45]). Prostorovy tvar heterodimeru Smc5-
Smc6 se dosud nepodafilo experimentalné zjistit. Z in silico simulaci 1ze ptedpokladat tvar
uzkého prstence [47].

Podobné jako v kohesinovém a kondensinovém komplexu jsou hlavové domény
heterodimeru Smc5-Smc6 premostény kleisinovou podjednotkou (protein Nse4 v obrazku 7;
kapitola 2.3.3.1.; [48]). Krom¢ kleisinové podjednotky Nse4 obsahuje komplex dalsi tfi
konzervované Nse proteiny. Dva znich, Nsel a Nse2, maji na C-koncich RING-finger
domény (RING znamena Really Interesting New Gene; [49, 50]). Sekvence Nse3
podjednotky obsahuje konzervovany motiv, tzv. MAGE-homologni doména (MHD), ktery se
vyskytuje v mnoha sekvencich sav€ich proteinii fazenych do rodiny MAGE (melanoma-

associated antigen; kapitola 1.4.1.1.; ptehledné v [51, 52]).
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Obrazek 7. Architektura a sloZeni komplexu SMCS5-6. Jadro komplexu tvoii heterodimer
Smc5-Smc6 spojeny pantovymi doménami. Hlavové domény heterodimeru jsou piemostény
kleisinovou podjednotkou Nse4. Protein Nse2 obsahuje RING-finger doménu (elipsa) a je
navazan na raménko proteinu Smc5. Nsel a Nse3 podjednotky jsou véazané s Nsed
podjednotkou.

V soucasnosti nejvice studovanou Nse podjednotkou je Nse2 (kapitola 2.3.2.2.), ktera
se vaze na raménko proteinu Smc5 a je schopna katalyzovat SUMOylaci specifickych
substrati (SUMO znamena Small Ubiquitin-like MOdifiers; [53-55]. Mezi znamé substraty
této SUMO-ligazy patfi napt. telomer-vazebné proteiny Ku70, TRF1, TRF2, TIN2 nebo
RAPI1, které se podili na tzv. alternativnim prodluZzovani telomer (napf. v rakovinnych
buiikach). Ztrata SUMO-modifikovanych forem TRF1 a TRF2 proteini md za nasledek
omezeni procesu homologni rekombinace na telomerich (omezeni prodluZovani telomer;
[56]). Defekt v SUMOylaci (nezndmych proteinli) ma za nésledek akumulaci pro bunky
toxickych struktur DNA, které vznikaji pfi homologni rekombinaci (na replika¢nich vidlicich
pozastavenych v mist¢ posSkozené DNA). Vznik téchto X-struktur je zavisly na proteinu
Rad51 [57]. Uloze komplexu SMC5-6 v homologii rekombinaci nasvédéuje i lokalizace
tohoto komplexu do mist s indukovanymi dvoufetézcovymi zlomy [58].

O funkci komplexu SMC5-6 na molekuldrni Grovni je pomérné¢ mélo informaci (ve
srovnani s kohesinovym komplexem). Studium architektury a zpisobu vazby komplexu na
DNA by mohlo napovédét vice o aktivitach tohoto komplexu. K pochopeni mechanismu
jakym se komplex SMC5-6 podili na homologni rekombinaci by mohla vést napft. identifikace

novych substrati Nse2-ligdzy. Analyza malo charakterizovanych podjednotek, predev§im
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proteinti Nsel a Nse3, by mohla pfinést nové dulezité informace o funkci komplexu (kapitola

2.3.3.2).

1.4.1.1. Rodina proteini MAGE

Rodina proteinti Nse3/MAGE je velice zajimava z evoluéniho hlediska. Ve vSech
eukaryontnich organizmech, vyjma placentalnich savcl, lze nalézt po jednom genu
Nse3/MAGE. V genomu placentalnich savcii byly identifikovany desitky kopiit MAGE genti
(a pseudogent). Tyto geny fadime dle jejich specifické exprese a sekvenéni diverzity do dvou
tfid. Prvni tfida sestava z evolu¢né nekonzervativnich gent kodovanych na chromosomu X
(MAGEA, -B a -C; obrazek 8), vyhradné exprimovanych v rakovinnych buiikach a ve
varlatech (tzv. cancer/testis specific antigens; pfehledné¢ v [51, 52]). Fragmenty (antigeni
peptidy) nékterych proteinti prvni tfidy byly nalezeny na povrchu rakovinnych bunék a bylo
zji$téno, Ze jsou specificky rozeznavany imunitnim systémem. V soucasné dobé bézi klinické
studie (faze III), které se snazi vyuzivat specifické exprese MAGE v rakovinnych buiikach
k imunoterapii nadort [59].

N
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Obrazek 8. Doménové sloZeni proteini MAGE. Proteiny MAGEA, -B a -C patii do prvni
ttidy. Proteiny MAGED az -L v¢etn€ necdinu patii do druhé tfidy. VSechny MAGE proteiny
obsahuji konzervovanou MHD doménu (zlutd) a casti nekonzervované. Pievzato z Clanku
[51].
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Evolu¢né konzervované proteiny druhé tfidy jsou exprimovany ve vétSin€ normalnich
somatickych bunék (MAGED az -L a necdin). Nase studie ukézaly, ze pouze protein
MAGEGI je podjednotkou lidského komplexu SMC5-6, zatimco ostatni MAGE se do
komplexu nezaclenuji [60, 61]. Funkce vétSiny ostatnich proteini MAGE je velmi malo
prozkouména. Studie jednotlivych proteini naznacuje jejich zapojeni do rozlicnych procest
(ptehledné v [62]). Napiiklad MAGED a necdin se podili na regulaci bunécného cyklu a
apoptozy [63, 64]. Proteiny MAGEA inhibuji funkci nddorového supresoru p53 [65-67].
Prestoze je zfejmé, ze nové MAGE geny vznikly amplifikaci ancestralniho Nse3/MAGEG1
genu a obsahuji konzervovanou MHD doménu, nebylo do neddvna jasné jaké maji MAGE
proteiny spolecné (prenesené) vlastnosti a jaké ziskaly nové diverzifikaci ptiivodni sekvence.
Detailni analyza podkomplexu Nsel-Nse3-Nse4 a piedev§im interakci podjednotky
Nse3/MAGEGT ptinesla v tomto sméru nové zajimavé poznatky (kapitola 2.3.3.; [60, 68]).
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2. VYSLEDKY
2.1. Interakce proteinu Sla2p/End4p

Priloha 1: Wesp, A., Hicke, L., Palecek, J., Lombardi, R., Aust, T., Munn, A.L., Riezman,
H.: End4p/Sla2p interacts with actin-associated proteins for endocytosis in Saccharomyces
cerevisiae. (1997) Molecular Biology of the Cell, 8 (11), pp. 2291-2306

Priloha 2: Palecek, J., Hasek, J., Ruis, H.: Rpglp/Tif32p, a subunit of translation initiation
factor 3, interacts with actin-associated protein Sla2p. (2001) Biochemical and Biophysical
Research Communications, 282 (5), pp. 1244-1250

2.1.1. Interakce coiled-coil domény proteinu Sla2p/End4p

Gen SLA2, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, byl izolovan pti hleddni gent
nezbytnych pro zivotaschopnost kmeni, které postradaly genovy produkt ABP1 (kapitola
1.1.; [69]). Protein Sla2p je potiebny pro organizaci aktinového cytoskeletu, riist za vysSich
teplot a morfogenezi bunky [70]. Nezavisle bylo $vycarskou skupinou profesora Riezmana

zjiSténo, ze je tento gen nezbytny pro endocytdzu (odtud ndzev END4; [6]).

IF3 i
e Wathrin aktin

centralni
coiled-coill

Obrazek 9. Schématické znazornéni doménového sloZeni proteinu Sla2p/End4p. N-
zacatek (Sedy) proteinu se vaze k fosfolipidovym membrandm. Modfe je oznacena cast
interagujici s proteinem elF3a/Rpglp. Centralni coiled-coil doména (vlnovky) dimerizuje
molekuly Sla2p/End4p a interaguje s klathrinem. Zluté ozna¢ena ¢ast se vaze na aktin.

Ve spolupraci s touto Svycarskou skupinou jsme analyzovali biochemické vlastnosti
proteinu Sla2p/End4p. Studium tohoto proteinu pomoci ultracentrifugace ukézalo, ze jeho
hmotnost v sedimentacnich experimentech odpovida teoretickému dvojnésobku [7]. Pomoci
dvou-hybridniho systému jsme analyzovali vazebné vlastnosti celého proteinu a jeho Casti.
Zjistili jsme, Ze cely protein Sla2p/End4p vytvaii homodimery. Dimerizace byla zavislad na
centralni coiled-coil doméné (obrazek 9), jelikoz delece aminokyselin 376573 interakci
naruSila. Fragment obsahujici pouze tuto doménu interagoval s celym Sla2p/End4p
proteinem. Jak se postupné ukézalo schopnost Sla2p/HIP1 proteinii vytvaret dimery je
evoluéné¢ konzervovana (i lidské homology HIPI a HIPIR vytvaii homodimery

prostiednictvim centralni coiled-coil domény; [8, 71]).
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Dele¢ni analyza riznych ¢asti genu SLA2/END4 v genomu kvasinky Saccharomyces
cerevisiae ukazala, Ze centralni coiled-coil doména neni nezbytna pro organizaci aktinového
cytoskeletu ani endocytozu. Zcela jiny vysledek byl pozorovén v situaci, kdy byl paraleln¢
s deleci coiled-coil domény odstranén 1 gen ABPI (end4Acoill,2 abplA). Dvojitd mutanta
end4Acoill,2 abplA byla teplotné citlivd zatimco napt. end4ANZ2 abplA dvojita mutanta
nevykazovala zadny rtustovy defekt (ANZ2 oznacuje deleci aminokyselin 318-373; kapitola
2.1.2.). Bunky end4Acoill,2 abpIA m¢ly kulaty tvar a veétSi rozméry ve srovnani
s elipsovitymi nemutovanymi builkami. Aktinovy cytoskelet nebyl polarizovany, ale
desorganizovany. Paraleln¢ s aktinovym defektem byla postiZzena 1 endocytoza. Internalizace
radioaktivné znaceného a-feromonu byla kompletné pferusena i za (permisivni) teploty 24°C
[7]. Tyto vysledky ukazaly, ze funkce coiled-coil domény v endocytéze a organizaci
aktinového cytoskeletu je redundantni s funkci proteinu Abplp. Tyto vysledky piispély k
souCasné predstavé o funkci proteinlt Sla2/HIP1 v endocytdéze a dynamice aktinoveého
cytoskeletu [3]. Ukazalo se, Ze interakce coiled-coil domény s klathrinem a intramolekularni
interakce s C-koncem ovliviiuji konformacéni stav proteinti Sla2/HIP1 a jejich schopnost

fungovat v rtiznych krocich endocytdzy (kapitola 1.1.1).

2.1.2. Interakce proteinu Sla2p/End4p s el[F3a/Rpglp

Pokusili jsme se ziskat nové informace o protein-proteinovych interakcich
sekvence kvasinkového proteinu elF3a byla fuzovana s DNA-vazebnou doménou LexA
transkrip¢niho faktoru a pouzita v kvasinkovém dvou-hybridnim systému pro hledani elF3a-
vazebnych partnert. K vyhledavani jsme vyuzili genomové knihovny S. cerevisiae (fizované
s Gal4-aktivaéni doménou). Podafilo se nam izolovat 8 klonii obsahujicich rizné dlouhé
fragmenty genu SLA2/END4. Vsechny klony se piekryvaly v oblasti aminokyselin 318-550
[21]. Cast této oblasti (AK 375-575) kéduje centralni coiled-coil doménu (obr. 9). Pfipravili
jsme nové fragmenty, které obsahovaly pouze tuto doménu a které tuto doménu postradaly.
Ukazalo se, ze c¢ast Sla2p/End4p esencidlni pro interakci selF3a je kddovana
aminokyselinami 318-373, zatimco centralni coiled-coil doména je pro interakci
postradatelna.

Podobné vysledky jsme ziskali i pomoci in vivo imunoprecipitace z kvasinkovych
extraktll. Pouzili jsme extrakty divokého typu kvasinky S. cerevisiae a mutantnich kment

(end4A376-501, a end4Al114-367), které jsme precipitovali pomoci anti-End4p protilatky.
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Pfitomnost proteinu elF3a/Rpglp v precipitatech byla analyzovana na Western blotech anti-
Rpgl protilatkou. Zatimco delece aminokyselin 114-367 v molekule Sla2p/End4p narusila
jeho vazbu s elF3a/Rpglp, delece centralni coiled-coil domény jeji afinitu naopak zvysila (ve
shodé s vysledky z dvou-hybridniho systému; [21]). V této souvislosti je zajimavé, Ze coiled-
coil doména interaguje s klathrinovymi molekulami a ovlivituje funkci proteinu Sla2/HIP1
v endocytdze (kapitola 1.1.1.). V pfitomnosti klathrinu se Sla2/HIP1 tcastni endocytézy,
zatimco v jeho nepfitomnosti se vaze siln€¢ na aktinovy cytoskelet [8]. Vzhledem k tomu, Ze
delece coiled-coil domény zvySuje afinitu Sla2p/End4p k elF3a/Rpglp lze soudit, ze Sla2p-
elF3a dimer je stabilngjsi v nepfitomnosti klathrinu a je vdzan s aktinovym cytoskeletem.
Pokusili jsme se oba proteiny lokalizovat v kvasinkovych buiikach a definovat tlohu
interakce podjednotky elF3a s proteinem Sla2p/End4p v bunce. Distribuce proteinu
elF3a/Rpglp [72] v kvasinkovych buiikach byla zna¢né odlisna od distribuce Sla2p/End4p
[73]. Nicméné jsme v pucicich builkdch nalezli frakce obou proteini lokalizovanych do
stejného mista ve Spicce pupene. Také ¢ast lidskych proteini elF3a je asociovéana s aktinovym
cytoskletem mimo endoplasmatické retikulum [20]. Tyto vysledky naznacuji, Ze by se
interakce Sla2p-elF3a mohla podilet na casové a prostorové definované lokalizaci
translacnich faktordi na aktinovémo cytoskeletu (obr. 2; [13, 74]). Jak adaptor Sla2p/HIP1 tak
elF3 faktor jsou idealnimi kandidaty pro fyzické spojeni translace s aktinovym cytoskeletem

(kapitoly 1.1.1 a 1.2.1.1.).

2.2. Interakce nadorového supresoru p53 s nadSroubovicovou DNA

Priloha 3: Brazda, V., Palecek, J., PospiSilova, S., VojteSek, B., Palecek, E.: Specific
modulation of p53 binding to consensus sequence within supercoiled DNA by monoclonal
antibodies. (2000) Biochemical and Biophysical Research Communications, 267 (3), pp. 934-
939.

Priloha 4: Brazdova, M., Palecek, J., Cherny, D.I., Billova, S., Fojta, M., Pec¢inka, P.,
Vojtések, B., Jovin, T.M., Palecek, E.: Role of tumor suppressor p53 domains in selective
binding to supercoiled DNA. (2002) Nucleic Acids Research, 30 (22), pp. 4966-4974.

Priloha 5: Fojta, M., Pivonkova, H., Brazdova, M., Nemcova, K., Palecek, J., Vojtesek, B.:
Investigations of the supercoil-selective DNA binding of wild type p53 suggest a novel
mechanism for controlling p53 function. (2004) European Journal of Biochemistry, 271 (19),
pp. 3865-3876.

Protein p53 je dulezitym transkripénim faktorem, ktery chrani bunky pired
nekontrolovanym délenim (kapitola 1.3.). Bylo zjisténo, Ze se muize véazat na specifické

sekvenéni motivy v promotorech nékterych genti, ale také sekvencné nespecificky na rizné
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jedno- ¢i dvouretézcové substraty DNA [75, Gatz, 2006 #341]. Zvlasté silné se p53 vaze s
nadsSroubovicovou DNA (scDNA, supercoiled DNA; [76]).

Pro studium komplexi p53-scDNA jsme pouzili metodu EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay) a specifické protilatky rozeznavajici rizné Casti proteinu p53 [31].
Protilatky proti N-koncové ¢asti pS3 (DO-1) se vazaly s komplexem p53-scDNA v poméru
2:1. Tento pomér odpovida c¢tyfem epitopim p53 rozeznavanym dvéma molekulami
protilatky (jedna molekula imunoglobulinu véazala dva proteiny p53; [77, 78]). Tyto vysledky
naznacily, ze se protein p53 vaze s scDNA ve formé tetrameru (podobné jako vaze sekvencné
specifické motivy; [79]).

Panel specifickych protilatek byl vyuzit také k charakterizaci vazebného mista
proteinu p53 na scDNA. Ve smési sekvencné shodné linearni a nadSroubovicové DNA se
protein p53 vazal vyhradné s scDNA (SCS vazba, scDNA-selective binding; [32, 33, 80]).
Tak tomu bylo i kdyz jsme k proteinu p53 pfidali protilatku DO-1 (rozeznava AK 21-25) nebo
protilatku ICA-9 (vaze se na poslednich 6 aminokyselin tj. AK 388-393). Protilatky Bp53-
10.1 a Bp53-6.1 (epitop 375-379 a 381-390; [81]) ¢asten€ nebo zcela eliminovaly selektivitu
molekuly p53 vici scDNA. Komplexy Bp53-10.1 s p53 véazaly obé formy DNA (lineédrni 1
nadsroubovicovou) s pfiblizn¢ stejnou afinitou [32]. Neselektivni interakce byla patrné
zprostiedkovana centralni DNA-vazebnou doménou (AK ~100-300; obr. 3) proteinu p53,
protoze C-koncova doména byla blokovana vazbou protilatek. Tato domnénka a vysledky
byly podpotfeny vysledky experimenti s oxidovanou formou molekuly p53(ox). Oxidace
cysteinovych zbytkll (koordinujicich Zn ionty v centralni doméné) selektivné inaktivovala
DNA-vazebné schopnosti centrdlni domény aniZz by ovlivnila afinitu C-koncové domény
k scDNA [32, 82]. Diamidem oxidovana p53(ox) se vazala s scDNA selektivné, ale ptidavek
protilatky Bp53-10.1 zcela zablokoval interakci s DNA. Tyto vysledky naznacily, ze pro SCS
vazbu jsou nezbytné¢ AK ~375-385 v C-koncové doméné proteinu p53 (obrazek 3).

Pripravili jsme fragmenty p53, kterym chybéla C-koncova cast [33]. Pomoci
kompeti¢niho experimentu jsme sledovali schopnost téchto fragmentii selektivné se vazat s
scDNA. Fragmenty p53(1-363), p53(45-349) a p53(94-312) vykazovaly pouze nepatrnou
preferenci k scDNA. V souladu s ptedchozimi vysledky byla C-koncova DNA-vazebna
doména nezbytna pro silnou SCS vazbu. Delece centralni DNA-vazebné domény neméla vliv
na selektivni vazbu fragmentu p53(320-393) s scDNA. Je zndmo, Ze transkripéné neaktivni
(latentni) molekuly p53 nejsou schopné sekvenéné-specifické vazby prostfednictim centralni

domény, ale ze se prostiednictvim C-koncové domény podili napf. na rekombinacnich
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procesech [26]. NaSe studie naznacily, Ze latentni p53 by mohla byt navazana prostiednictvim
C-koncové domény na nadSroubovicovou DNA v chromatinu [32].

Konstrukt p53(320-393) obsahoval krom¢ DNA-vazebné domény (AK 363-382) také
tetrameriza¢ni doménu (AK 325-356). Delece tetrameriza¢ni domény méla za nésledek ztratu
schopnosti fragmentii p53(347-393) a p53(361-393) selektivne se vazat s scDNA [33]. Navic
piedchozi experimenty s monoklonalnimi protilatkami ukazaly, ze p53-scDNA komplexy
obsahuji tetramer [31]. Tyto vysledky nasvédCovaly tomu, ze se p53 vaze s scDNA ve formé
tetrameru (obr. 10). Pfimé zapojeni (fyzicky kontakt) tetramerizaéni domény do interakce p53
s scDNA jsme testovali pomoci hybridniho konstruktu GCN4-p53(347-393). V tomto
hybridnim proteinu byla C¢ast tetramerizacni domény nahrazena dimerizacni (coiled-coil)
doménou proteinu GCN4 [83]. Ukazalo se, ze i dimerni forma p53 proteinu se vaze selektivné
s scDNA. Fyzicky kontakt p53 sscDNA zprostfedkuje DNA-vazebnd doména a

tetrameriza¢ni doména se na tomto kontaktu podili pouze jako oligomerizacni spojnice.

A. B.
p53 tetramery p53 dimery

e 3

Obrazek 10. Model nukleoproteinového vlakna. Molekuly proteinu p53(320-393) vazi dva
fetézce scDNA nachézejici se v tésné blizkosti. Tetrameriza¢ni (A) nebo dimeriza¢ni (B)
domény tyto interakce stabilizuji. Modra ¢ast znazornuje DNA-vazebnou doménu (AK 363-
382), vlnovky znédzornuji Sroubovicové struktury podilejici se na tetramerizaci ¢i dimerizaci
konstruktl p53.

Ve spolupraci s némeckymi kolegy byly komplexy p53-scDNA analyzovany pomoci
elektronové mikroskopie [33, 34]. VSechny fragmenty, které v pfedchozich experimentech
vykazovaly selektivni vazbu k scDNA vytvarely s témito molekulami (ale nikoli s linearni
DNA) nukleoproteinova vlakna. V téchto nukleoproteinovych vldknech propojovaly molekuly
p53 dve protilehla vlakna DNA (obr. 10). Predpokladame, Ze zvySena afinita molekul p53
k scDNA je dana pfitomnosti dvou tésné ptilehlych vldken DNA (v nadSroubovicovém vinuti

molekuly scDNA). Podobné ctyi-fetézcové substraty se mohou vyskytovat i v pribéhu
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homologni rekombinace. Vazba p53 naptiklad na Holiday junction nebo na Rad51 molekuly
by mohla iniciovat tvorbu nukleoproteinovych vldken a regulovat tak pribéh homologni

rekombinace (kapitola 1.3.).

2.3. Architektura a aktivity komplexu SMC5-6

Priloha 6: Sergeant, J., Taylor, E., Palecek, J., Fousteri, M., Andrews, E.A., Sweeney, S.,
Shinagawa, H., Watts, F.Z., Lehmann, A.R.: Composition and architecture of the
Schizosaccharomyces pombe radl8 (Smc5-6) complex. (2005) Molecular and Cellular
Biology, 25 (1), pp. 172-184.

Priloha 7: Andrews, E.A., Palecek, J., Sergeant, J., Taylor, E., Lehmann, A.R., Watts, F.Z.:
Nse2, a component of the Smc5-6 complex, is a SUMO ligase required for the response to
DNA damage. (2005) Molecular and Cellular Biology, 25 (1), pp. 185-196.

Priloha 8: Palecek, J., Vidot, S., Feng, M., Doherty, A.J., Lehmann, A.R.: The Smc5-Smc6
DNA repair complex: Bridging of the Smc5-Smc6 heads by the kleisin, Nse4, and non-kleisin
subunits. (2006) Journal of Biological Chemistry, 281 (48), pp. 36952-36959.

Ptiloha 9: Hudson, J.J.R, Bednafova, K., Kozakova, L., Liao, C., Guerineau, M., Colnaghi,
R., Vidot, S., Marek, J., Bathula, S.R., Lehmann, A.R. and Palecek, J.: Interactions between
the Nse3 and Nse4 Components of the SMC5-6 Complex Identify Evolutionarily Conserved
Interactions between MAGE and EID Families. Odeslano 2. prosince 2010 do ¢asopisu PLoS
One

2.3.1. SloZeni kvasinkového komplexu SMC5-6

Komplex SMC5-6 je jednim ze tii proteinovych komplexii SMC vyskytujicich se u
vSech eukaryot (kapitola 1.4.). Zakladni stavebni jednotkou téchto komplext je heterodimer
proteini Smc, ktery asociuje s podjednotkami Nse. Pokusili jsme se identifikovat komponenty
kvasinkového SMC5-6 komplexu [45]. Na 5’-konec genomové kopie SMC6 byl piipojen c-
Myc epitop. Extrakty kvasinky Schizosaccharomyces pombe byly podrobeny imunoafinitni
chromatografii s anti-myc protilatkou a specificky navazané proteiny byly uvolnény pomoci
myc-peptidi. 1zolované proteiny byly analyzovany pomoci hmotnostni spektroskopie. Kromé
proteinit SmcS5p a Smc6p byly identifikovany Ctyii non-Smc proteiny. Dva z nich odpovidaly
jiz dfive znamym proteiniim Nselp a Nse2p, které obsahuji RING-finger motivy [49, 50].
Tteti Nse protein (nazvany Nse3p) nebyl do té doby charakterizovan. Sav¢i homology genu
NSE3 tvoii velmi zajimavou rodinu gentt MAGE (kapitola 1.4.1.1; [51, 52]). Ctvrty protein
byl diive charakterizovan v souvislosti s SMC5-6 komplexem a jeho funkci v opravé DNA,
ale nebyl povazovan za podjednotku komplexu (jeho gen byl pojmenovan RAD62 [84]).
Jelikoz jsme prokazali, Ze je nezbytnou soucasti komplexu SMC5-6, byl pfejmenovan na gen

NSE4 (kapitola 2.3.3.1). Jak ukézala analyza protein-proteinovych interakci podjednotek
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komplexu SMC5-6, vytvari jeho podjednotky dva podkomplexy (Nse2p-SmcSp-Smc6p a
Nselp-Nse3p-Nsedp).

2.3.2. Podkomplex Nse2p-SmcSp-Smcép
2.3.2.1. Heterodimer SmcSp-Smc6p

Pokusili jsme se zjistit zda pantové domény proteini SmcSp a Smc6p zprostredku;ji
vazbu téchto dvou proteinl tak jako je tomu v kohesinu a kondensinu (obr. 5; kapitola 1.4.).
Pfipravili jsme rtizné ¢asti téchto kvasinkovych proteinti v in vitro expresnim systému a
analyzovali jsme jejich interakce pomoci pull-down experimentii [45]. Jedin¢ fragmenty

obsahujici pantové ¢asti proteinit SmcS5p a Smcbp vzéjemné interagovaly (obr. 11).

Pantové domény

Smcép Smc5p

Raménka
coiled-coil domény

Hlavové domény u

Obrazek 11. Schématické znazornéni Smc6p-SmcSp-Nse2p podkomplexu.
Proteiny SmcS5p a Smc6p dimerizuji prostiednictvim pantové domény, zatimco antiparaleni
Sroubovice vytvaii coiled-coil domény a orientuji N- a C-koncové casti do jedné hlavové
domény. Protein Nse2p se vaze s coiled-coil raménkem proteinu SmcS5p.

V nezavislém experimentu jsme pfipravili mutantni kvasinkové kmeny smc6
(Schizosacchaomyces pombe) citlivé na zvysSenou teplotu, hydroxymoc€ovinu a UV zéfeni.
Nahodnou mutagenezi plasmidové kopie genu SMC6 (nésledné vnesené do dele¢niho smc6A
kmene) jsme ziskali ¢tyfi nezévislé kvasinkové mutanty. VSechny tyto kmeny mély mutaci na
Gly551, ktery je dobfe konzervovan v sekvencich pantovych domén SMC6 1 SMC5 genti [45].
Dva z kment obsahovaly Lys551 a dva Arg551 (misto glycinu). Tyto mutace vnesené do

pantovych fragmenti Smc6p byly testovany v pull-down experimentech. Mutované pantové
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domény nebyly schopny interakce s SmcS5p pantovou doménou. I mutace Gly529Arg
v pantové doméné proteinu SmcS5p prerusila interakci s pantovou doménou Smc6p (Gly529
v Smc5p odpovida pozici Gly551 v molekule Smc6p).

Velmi podobné vysledky byly ziskany pomoci dvou-hybridniho systému s pantovymi
doménami lidskych proteini hSMCS5 a hSMC6. Interakce pantovych domén byla pferuSena
mutaci klicového Gly506 lidského hSMC6 (odpovida pozici Gly551 v kvasinkovém Smc6p;
[45]). Zté&chto vysledkl je zfejmé, Zze interakce Smc5-Smc6 je zprostfedkovana
konzervovanymi ¢astmi pantovych domén (obr. 11). Tato interakce hraje dilezitou ulohu v

biologickych procesech komplexu SMC5-6.

2.3.2.2. Protein Nse2p je SUMO E3-ligaza

Spolecné s SmcSp-Smcop heterodimerem sedimentoval v pull-down experimentech i
Nse2p protein. Zjistili jsme, Ze Nse2p se vaze s SmcS5p-Smc6p dimerem prostiednictvim
proteinu Smc5p [45]. S pomoci fragmentli proteinu Smc5p jsme zjistili, ze vazebné misto pro
protein Nse2p je, zcela unikatné pro komplexy SMC, umisténo na raménku proteinu SmcSp
mezi aminokyselinovymi zbytky 226-324 a 731-836 (obr. 11). Tato pozice by mohla hrat roli
v regulaci konformace a dynamiky proteinu Smc5p. Této nasi domnénce nasvédcuji i nedavno
publikovand data krystalové struktury dimeru Smc5p-Nse2p [85].

Gen NSE?2 koduje na konci sekvence tzv. RING-finger-like motiv typicky pro SUMO-
ligdzy [86]. Pripravili jsme fragmenty obsahujici ¢i postradajici RING-finger-like motiv a
testovali jsme jejich schopnost vazat se s proteinem SmcSp. S proteinem Smc5p interagovala
pouze prvni ¢ast proteinu Nse2p, zatimco C-koncova RING-finger-like doména nikoli. I tento
nas vysledek je v souladu s krystalovou strukturou Smc5p-Nse2p dimeru [85].

Vzhledem k tomu, ze NSE2 sekvence koduje RING-finger-like motiv typicky pro
SUMO-ligazy ptipravili jsme si purifikovany protein a vyzkouseli jsme jeho aktivitu v in vitro
SUMOylacnich testech. V téchto testech byl protein Nse2p schopen stimulovat tvorbu jak
SUMO fetézct tak 1 ptipojovani SUMO fetézcli na molekuly Nse2p (tzv. auto-SUMOylace;
[53]). Jelikoz je Nse2p soucasti SMC5-6 komplexu zjistovali jsme zda SUMOylaci
nepodléhaji 1 dalsi jeho podjednotky. Ukézalo se, Zze Smcb6p je in vitro modifikovan SUMO
fetézci v zavislosti na koncentraci pfiddvaného proteinu Nse2p. Analyza kvasinkovych
extraktli prokézala nizkou hladinu mono- a di-SUMOylovanych forem proteinu Smc6p in vivo
v normalni bunééné kultufe. Protoze protein Smc6p hraje dilezitou roli pti opraveé poskozené
DNA [87], zajimalo nés zda se zvysi hladina post-translaén¢ modifikovaného proteinu Smc6p

v bunkéch vystavenych metylacnimu ¢inidlu MMS (metyl metan sulfonat). Mnozstvi SUMO-

23



modifikovanych forem Smc6p vyrazné vzrostlo po 3 hodinach od inkubace bunck s MMS
¢inidlem.

RING-finger-like domény obsahuji cysteinové a histidinové zbytky (C3HC4 motiv),
které koordinuji dva atomy zinku. Mutace dvou téchto zbytkii v Nse2p (Cysl195Ser a
His197Ala, nse2.SA mutanta) zcela potladila jeho schopnost stimulovat tvorbu SUMO
fetézcl in vitro a pripojovat je k substratim Nse2p nebo Smc6p [53]. Také v kvasinkovych
bunkach nse2.S4 nebylo mozné detekovat SUMO-modifikované formy Smc6p. Dalsi analyza
nse2.SA mutantniho kmene ukazala, ze SUMO-ligazové aktivita Nse2p neni esencidlni pro
rust kvasinkovych bun€k za béznych podminek, ale je nezbytnad pro opravu DNA poskozené
UV zéafenim, radiatnim zafenim, hydroxymocovinou ¢i MMS. Nase vysledky prokazaly
zapojeni Nse2p a jeho SUMOylacni aktivity do opravy poSkozené DNA (kapitola 1.4.1.). Jak
ukazuji neddvné vyzkumy SUMOylace, protein Nse2p je nezbytny pro procesy homologni
rekombinace. Nedostatecna SUMOylace proteinli ma za nasledek napt. akumulaci toxickych

struktur DNA v pribéhu homologni rekombinace [57].

2.3.3. Podkomplex Nselp-Nse3p-Nsedp

Pocatecni studie jednotlivych podjednotek a jejich vzajemnych interakci pomoci in
vitro pull-down experimentli prokéazaly existenci velmi stabilniho heterotrimeru Nselp-
Nse3p-Nsedp [45]. Nejsilnéjsi binarni interakce spojuje N-konec proteinu Nselp s N-koncem
proteinu Nse3p [45, 60, 68]. Piipojeni N-konce podjednotky Nsedp k C-konci proteinu Nse3p
je stabilizovano interakci C-konce proteinu Nselp s molekulou Nsedp (obrazek 12; [60]).
Detailni analyza téchto interakci a zvlasté pak proteinu Nse3p pfinesla nové poznatky o
komplexu SMC5-6 a evoluci jeho podjednotek (kapitola 2.3.3.2).

Podafilo se nam pfipravit teplotné-citlivou mutantu proteinu Nse3p zménou Tyr264 a
Leu265 na alaninové zbytky [60]. Jednotlivé interakce mutovaného proteinu Nse3p
(YL264/265AA) s Nselp a Nsedp partnery jsou znacné oslabeny (v dvou-hybridnim testu)
avsak pfitomnost Nselp (patrné vazba s Nse4p) stabilizuje vznik celého heterotrimeru Nselp-
Nse3p-Nsedp (v troj-hybridnim systému). Za nizSich teplot je heterotrimer dostate¢né stabilni
a schopen plnit svoji esencialni funkci (kvasinkové bunky rostou pii 25°C). Za zvySenych
teplot (30°C) je 1 tvorba heterotrimeru (testovanad troj-hybridnim systémem) jiz znacné
oslabena a pti 37°C kvasinkové buiiky nejsou schopny rist vitbec. Tyto vysledky naznacuji,
ze integrita podkomplexu Nselp-Nse3p-Nsedp a jeho vazba s hlavovymi doménami

heterodimeru SmcSp-Smc6p je nezbytnd pro fungovani komplexu SMC5-6.
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Smc6p Smcs5p

Obrazek 12. Schématické znazornéni vziajemného usporadani podjednotek
kvasinkového podkomplexu Nselp-Nse3p-Nsedp. Proteinové interakce N- a C-koncovych
domén jednotlivych proteinli byly testovany pomoci pull-down experimenti a dvou-
hybridniho systému. Tento podkomplex pfemostuje hlavové domény heterodimeru Smc5p-
Smc6p [60].

2.3.3.1. Protein Nse4p je kleisinovou podjednotkou komplexu SMC5-6

Kleisinové podjednotky spojuji hlavové domény Smc proteini a uzaviraji tak
prostorové usporadani kohesint a kondensinti (obr. 6; kapitola 1.4.; [36, 39]). Rodina kleisint
sdili urcité strukturni motivy [41]. Tyto motivy jsme hledali v podjednotkach kvasinkového
komplexu SMC5-6 [48]. Provedli jsme analyzu sekundérni struktury podjednotek Nsel-4
programem PSIPRED [88] a identifikovali jsme pfedpoklddany motiv ,,Sroubovice-otocka-
Sroubovice (helix-turn-helix) na N-konci Nsedp proteinu a motiv ,,okfidlené Sroubovice*
(winged helix) na C-konci. Hydrofobni profil téchto domén byl podobny profilu
charakteristickému pro celou rodinu kleisinovych proteinti. Sekvence téchto domén jsme
podrobily také analyze terciarni struktury (programy PSIPRED a PHYRE; [89]. Struktury
predikované pro C-koncovou doménu proteinu Nsedp byly podobné krystalové struktute
kleisinové podjednotky Sccl kohesinového komplexu a dalSim proteinim se strukturou
oktidlené Sroubovice.

Pomoci pull-down experimentli jsme prokazali vazbu C-konce proteinu Nsedp s celym
proteinem SmcS5p [48]. Pfipravili jsme fragmenty obsahujici bud’ hlavové domény nebo
raménka (bez hlavovych casti) proteinu SmcS5p. V souladu s piedpokladem, Zze Nsedp je
kleisinovou podjednotkou komplexu SMC5-6, interagoval protein Nsedp s hlavovou
doménou Smc5p, zatimco raménka se na tento protein nevazala. Velmi slabou interakci bylo
mozné pozorovat 1 mezi proteiny GST-Nsedp a Smc6p. 1 vtomto piipadé interagovaly

hlavové domény Smc6bp zatimco raménka se na protein Nsedp nevdzala. Pomoci dvou-
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hybridniho systému se ndm podafilo potvrdit vazbu mezi C-koncem Nsedp a hlavovymi
doménami proteinu Smc5p. Tyto vysledky naznacily, Ze by Nsed4p mohl hrat roli kleisinu v
komplexu SMC5-6.

Krystalova struktura Scclp proteinu ukdzala, které aminokyselinové zbytky tohoto
kleisinu fyzicky kontaktuji hlavové domény proteinu Smclp v kohesinovém komplexu [90].
Chtéli jsme zjistit zda podobné aminokyselinové zbytky na C-konci Nsedp (v navrzené
okiidlené Sroubovici) kontaktuji protein Smc5p. Proto jsme provedli cilenou mutagenezi
vybranych aminokyselin v dvou-hybridnim konstruktu Nse4p. U mutant byla testovana jejich
schopnost vazat protein Smc5p a v kontrolnim testu 1 schopnost interagovat s partnerem
Nse3p. Timto zptsobem jsme identifikovali dva aminokyselinové zbytky zodpovédné za
specifickou interakci s proteinem Smc5p (obr. 13). Jejich poloha v navrZzeném modelu Nse4p
souhlasila s pozici aminokyselin Scclp, které kontaktuji Smclp v krystalové struktute (PDB:
IW1IW).

Nsed

Ser219
N

-C_.J:I'
Phe216

Obrazek 13. Srovnani krystalové struktury proteinu Scclp s modelovanou strukturou
Nsedp. Ob¢ strukturni domény jsou slozeny ze tii Sroubovic (H1-H3) a tii B-listd (S1-S3)
vytvarejicich tzv. okiidlenou Sroubovici. Zvyraznény jsou aminokyselinové zbytky (v H3
Sroubovici) podilejici se na interakci s Smc proteiny [48].

Interakce C-koncové domény Scclp s Smclp (v kohesinovém komplexu) se ucastni
koncova ¢ast hlavové domény Smclp [90]. Chtéli jsme zjistit zda je tomu tak i v Smc5p-
Nsedp dimeru. Zkratili jsme protein Smc5p o poslednich 55 aminokyselin a testovali jsme

jeho schopnost interagovat s Nsed4p (a Nse3p) v pull-down experimentech. Poslednich 55
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aminokyselin bylo nezbytnych pro interakci s Nsedp (zatimco pro interakci s Nse3p byly
postradatelné). Tyto vysledky prokazali, ze protein Nsedp se vaze s SmcSp podobnym
zpiisobem jako Scclp s Smclp. Zavérem jsme konstatovali, Ze Nse4p podjednotka plni v
komplexu SMC5-6 podobnou ulohu jako kleisinova podjednotka Scclp v SMCI1-3
(kohesinovém) komplexu.

Kohesinovy komplex drzi sesterské chromatidy az do zacatku anafaze, kdy je
kleisinovd podjednotka Sccl proteolyticky roz$tépena a spojeni sesterskych chromatid je
uvolnéno [91]. Analyzovali jsme stabilitu Nsedp v prubehu bunécného cyklu kvasinky S.
pombe. V extraktech synchronizovanych kvasinkovych bunék jsme nedetekovali zadné
zmény hladiny proteinu Nsedp. Protein Nsedp tedy nepodléha stejnym dynamickym zménadm
v pribe¢hu bunééného cyklu jako Scclp. Toto nase zjisténi je v souladu s piedstavou o
rozdilnych funkcich komplexii SMC5-6 a SMC1-3 pro dynamiku chromatinovych struktur
[46].

2.3.3.2. Charakterizace proteinii Nse3/MAGE
2.3.3.2.1. Vazba proteini Nse3/MAGEGTI s partnery Nse4

O funkci podjednotky Nse3p bylo do neddvna velmi malo poznatkt. Pokusili jsme se
ziskat vice informaci o kvasinkovém proteinu Nse3p pomoci mutageneze konzervovanych
aminokyselinovych zbytkl s cilem charakterizovat interakce Nse3p s jeho partnery Nselp a
Nsedp (obr. 12; [60]). Ptipravili jsme ptes 90 bodovych mutaci v nejkonzervované;jsi oblasti
proteinu Nse3p tzv. MHD c¢asti (kapitola 1.4.1.1.). U kazdé mutanty byla testovana jeji
schopnost interagovat jak s Nselp tak s Nsedp ve dvou-hybridnim systému. U tfinacti mutant
jsme zjistili pferuseni vazby s obéma partnery. Poté co jsme vytvofili model struktury Nse3p
(na zaklad€ struktur MAGEA4 a MAGEGI deponovanych v PDB databazi) ukéazalo se, Ze
odpovidajici aminokyselinové zbytky jsou zanofeny do vnitini ¢asti molekuly. Je tedy
pravdépodobné, ze tyto aminokyseliny se podili na udrzeni terciarni struktury proteinu Nse3p
[60].

Nejvice nas zajimaly mutanty, které specificky naruSily interakci jenom s jednim
z partnerti. Skupina 20 mutant interagovala specificky pouze s Nselp zatimco vazba s Nsedp
byla pterusena. Tento vysledek naznacoval, Ze se jedna o aminokyseliny nezbytné pro vazbu
Nse3p s proteinem Nse4p. VSechny tyto aminokyseliny se nachdzely v C-koncové casti
Nse3p, ktera interagovala v pull-down pokusech s proteinem Nsedp (kapitola 2.3.3.). Po
superpozici téchto aminokyselin na model struktury Nse3p jsme byli schopni definovat

interak¢ni povrch proteinu Nse3p, ktery zprostiedkuje interakci s Nsedp. Ukazalo se, Ze se
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jedna o hydrofobni kapsu (obr. 14) tvofenou dobie konzervovanymi aminokyselinovymi
zbytky ze Sroubovic H4 (M214, T215, V216, A218, F219, V222, S223), HS5 (F235, L236) a
H8 (F296, V297, F300). Na interakci by se mohly podilet i méné konzervované
aminokyseliny, které se nachazeji v oblasti smycky mezi Sroubovicemi H5 a H6 (L239, 1.240,

1248, H249).

H4 H5 H6 s3 s4 H7 H8
LN J8:csvensERos ol reEE T TR LOFTREL s LEVREGERORVKDD THNOE VY 16SRAVTE IS TEGEKSETER
211 300

W )
A. B

Obrazek 14. Interakéni povrch kvasinkového Nse3p zodpovédny za vazbu s proteinem
Nsedp. Sekvence Nse3p byla modelovana s pomoci dat z krystalovych struktur lidskych
proteini MAGEA4 (PDB 2WA0) a MAGEGI1 (PDB 3NWO0). A. Struktura reprezentujici
prostorové uspotradani Sroubovic (H4-HS, svétlemodré) v C-koncové casti Nse3p (AK 211-
300). Tmavomodrie jsou vystinovany pozice aminokyselin kritické pro tercidrni strukturu. B.
Povrchové usporadani C-koncové ¢asti Nse3p. Aminokyseliny dileZité pro interakci s Nsedp
se nachazi ve Sroubovicich H4, H5 a H8 (Cervené). Vétsina z nich ma hydrofobni charakter,
ktery je dobte konzervovany v sekvencich Nse3p/MAGEGI1 homologt [60].

Hydrofobni povrch téchto Sroubovic je dobife evoluéné konzervovany od
kvasinkového Nse3p az po lidsky homolog nazyvany MAGEGI (kap. 1.4.1.1.). V sekvenci
lidského MAGEG] jsme provedli mutagenezi Sesti hydrofobnich aminokyselin (obr. 15) ze
Sroubovice H4 (M180, 1181, L185) a H8 (F266, V267, V270). V souladu s nasim
piredpokladem jednotlivé mutace specificky naruSily schopnost proteinu MAGEGI1
interagovat s lidskym proteinem NSE4b zatimco interakce s NSE1 naruSena nebyla [60]. Je
ziejmé, ze se konzervovana hydrofobni kapsa u€astni interakce s NSE4 partnerem i v lidském

Nse3/MAGEGTI proteinu.
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MAGEG1

Obrazek 15. Aminokyseliny lidského proteinu MAGEG1 zodpovédné za vazbu s NSE4b.
Krystalova struktura (PDB: 3NWO0) znéazornujici prostorové uspotfadéani Sroubovic (H4-HS)
C-koncové c¢asti MAGEGI1. Ukdzany jsou vybrané aminokyseliny nezbytné pro interakci
MAGEGI1 konstruktu s NSE4b proteinem (v dvou-hybridnim systému). VSech Sest
aminokyselin (Cervené¢) ma hydrofobni charakter (nachazi se ve Sroubovicich H4 a HS).

2.3.3.2.2. Vazba proteiniit MAGE s partnery NSE4/EID

Lidsky genom koéduje 22 genit MAGE z 1. tiidy (MAGEA az -C) a 11 gent 2. tfidy
(MAGED az -L a necdin; kap. 1.4.1.1.; [51, 52, 60]). Nase studie ukazaly, ze pouze
MAGEG]I protein je schopen vytvafet s dalSimi podjednotkami lidsky SMCS5-6 komplex [60,
61]. Hydrofobni aminokyselinové zbytky, které se podileji na interakci Nse3/MAGEGI1
proteint s Nse4 proteiny, jsou dobie konzervovany 1 v ostatnich MAGE proteinech. Rozhodli
jsme se proto analyzovat schopnost lidskych MAGE proteini vazat se s proteiny NSE4.
Ptipravili jsme panel riznych konstrukti reprezentujici obé tfidy MAGE proteini. Tyto
konstrukty byly transfekovany do bunéénych kultur HEK-293 (Human Embryonic Kidney).
Proteinové lyzaty byly pouZzity pro imunoprecipitacni analyzu. VétSina nami testovanych
MAGE proteinti interagovala s NSE4 proteiny. V lidskych buiikach jsou exprimovany dva
ruzné NSE4 proteiny (NSE4a a NSE4b) jejichZ sekvence ma homologii 70%. MAGE proteiny
interagovaly s obéma proteiny s podobnou afinitou. Vyjimkou byl pouze MAGEF]1 protein,

ktery se nevazal s zadnym z nich (obr. 16).
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necdin

Obrazek 16. Souhrnné zobrazeni interakci mezi MAGE a NSE4/EID. Konstrukty
reprezentujici rizné tiidy proteini MAGE vazaly (tmavomodré +) alespon jeden z NSE4/EID
proteint.

Geny NSE4 jsou c¢leny genové rodiny nazyvané EID (El1A-like Inhibitor of
Differentiation). Zakladnimi ¢leny této genové rodiny jsou EID1, EID2 a EID2b (NSE4b byl
nezavisle pojmenovan jako EID3; [92]). EID1, EID2 a EID2b vykazuji podobnost pouze
sprvni polovinou genu NSE4. Jelikoz interakci kvasinkového Nse3p s Nsedp
zprostfedkovava prvni €ast proteinu Nsedp (kap. 2.3.3.), pokusili jsme se zjistit zda jsou
proteiny EID schopny interagovat s MAGE proteiny. Pouzili jsme nas panel lidskych proteinti
MAGE a pomoci in vivo imunoprecipitace jsme analyzovali jejich vazbu s proteiny EIDI, 2 a

2b. S proteiny EID1 a EID2 se vézala vice jak polovina testovanych MAGE proteint (obr.

cvwr

L4

vysledky). Nékteré proteiny MAGE (jako napf. necdin) interagovaly se vSemi proteiny
NSE4/EID zatimco jiné vykazovaly specifickou afinitu pouze vi¢i nékterym clentim
NSE4/EID proteinové rodiny. Protein MAGEF1 nebyl schopen interagovat s proteiny NSE4,
ale véazal se na vSechny ostatni proteiny EID. Naopak MAGEG]I, ktery se vazal s obéma
NSE4 proteiny, nebyl schopen interagovat s Zadnym EID proteinem. Kazdy z testovanych
proteinit MAGE vazal alespon jeden z proteini NSE4/EID (obr. 16).

Tyto vysledky naznacily, ze vazba MAGE-EID je konzervativni, proto jsme chtéli
overit zda se na ni podili konzervované hydrofobni zbytky MAGE proteinti. Pomoci dvou-
hybridniho systému a in vivo imunoprecipitace jsme testovali interakci dvou necdinovych
mutant (mutace F282A a L283A ve Sroubovici H8). Obé tyto mutace potlacily schopnost

necdinu interagovat s proteinem EIDI1 (naSe nepublikovana data). Tyto vysledky prokazaly,
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ze interakce proteini MAGE a EID/NSE4 je evoluéné konzervovand. Obé MAGE a EID

genove rodiny patrné spolecné ko-evolvovaly pii genezi placentalnich savcu.

2.3.3.2.3. Vazba Nse3/MAGE s Nsel (a RING-finger) proteiny

V ramci analyzy kvasinkového proteinu Nse3p jsme identifikovali 12 mutaci, které
specificky naruSily vazbu s Nselp proteinem (kap. 2.3.3.2.1.; [60]). Ve shod¢ s nasimi
pfedchozimi vysledky (kapitola 2.3.3.) byla vétSina mutovanych aminokyselinovych zbytkt
z N-koncové ¢asti proteinu Nse3p. Na rozdil od Nse4-specifickych zbytkt (kap. 2.3.3.2.1.)
smétfovala vétSina Nsel-specifickych aminokyselin dovniti struktury okiidlené Sroubovice a
pouze 3 aminokyseliny smétovaly k povrchu proteinu. Pfedpokladdme, ze mutace postranich
fetézcll vnofenych dovnitt struktury porusily terciarni strukturu N-koncové domény aniz by
narus$ily interakce C-koncové domény s proteinem Nsedp. Tyto nase vysledky a interpretace
jsou v plné shod¢ snyni publikovanou strukturou ko-krystalu lidského MAGEGI1-NSE1
heterodimeru [68].

Srovnani dat ziskanych z ko-krystalu a z analyzy sekvenci ukazalo, ze Nse3/MAGE
aminokyselinové zbytky kritické pro interakci s NSE1 jsou dobie konzervované pouze v
proteinech Nse3/MAGEG1 a MAGEF1 (nase nepublikovana data). Jedin¢ tyto dva MAGE
proteiny interagovaly s NSEI, zatimco ostatni nikoli [60, 68]. Ztrata schopnostti MAGE
proteinit vazat NSE1 protein vedla 1 ke ztraté jejich schopnosti vytvaret Nsel-Nse3-Nse4
heterotrimer a funkéni SMC5-6 komplex. V pfipadé MAGEF1 vznik4 sice heterodimer
MAGE-NSEI, ale ten se misto s NSE4 vaze s proteinem EID (kap. 2.3.3.2.2.). Vzhledem
k tomu, ze proteiny EID postradaji C-koncovou doménu, neni heterotrimer MAGEF1-NSE1-
EID schopen interagovat s hSMC5 proteinem a vytvafet SMC5-6 komplex. Divergence
MAGE vazebnych schopnosti vedla ke vzniku novych MAGE komplexii. Dulezitou ulohu
v téchto komplexech nadale hraji proteiny NSE4/EID a proteiny obsahujici RING-finger
domény (obr. 17; [60, 68]; naSe nepublikovana data).
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NSE4a,b

SMC5-6 komplex

NSE4 vazebna mista konzervovana

evoluéni diversifkace
volent diverst NSE1 (a SMC8) zménéna

hypotetickée
MAGE komplexy

Obriazek 17. Schématické znazornéni divergence komplexi MAGE. Jedin¢ protein
MAGEGTI je schopen interagovat jak s NSE1 tak s NSE4 a spoluvytvaret komplex SMC5-6.
Ostatni proteiny MAGE nékterou z vazebnych vlastnosti ztratily (zménily) a vytvari nové
komplexy.

2.3.3.3. Vazba Nse3p s proteiny Smc

Pii hledani Smc6p-vazebnych proteini jsme zjistili, ze se Nse3p vaze na hlavové
domény proteini SmcSp i Smc6p [48]. Zplusob vazby Nse3p s SmcSp je vSak odlisny od
kleisinové podjednotky Nsedp, jelikoz delece poslednich 55 AK z molekuly Smc5p
nenaruSila vazbu s Nse3p (zatimco vazba s Nse4p byla preruSena; kapitola 2.3.3.1.). Vazba
Nse3p s Smc6p je silngjsi nez Nsedp-Smc6p a mohla by tedy vyznamné piispivat
k premosténi hlavovych domén dimeru SmcS5p-Smc6p. Tuto domnénku podporuji 1 vysledky
analyzy proteint MAGE [60].
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2.3.4. Podkomplex NseSp-Nse6p

V S. pombe byl identifikovan jesté dal§i heterodimerni podkomplex evolucné
nekonzervovanych proteint NseSp a Nse6p, ktery spojuje hlavové domény proteinit Smc5p a
Smc6p [44]. Nse5p interagoval se stejnymi konstrukty, obsahujicimi hlavové domény, jako
Nsedp a Nse3p (kapitola 2.3.3.1.; [48]). I vtomto piipad¢ delece poslednich 55 AK z
molekuly Smc5p nenarusila vazbu s Nse5p (podobné jako v ptipadé Nse3p; kapitola 2.3.3.2.).

Obrazek 18. Souhrnné znazornéni kvasinkového komplexu SMC5-6. Jadro kvasinkového
komplexu tvoifi heterodimer Smc5p-Smc6p s Nse2p podjednotkou navazanou na raménko
proteinu  SmcS5p. Hlavové domény heterodimeru SmcS5p-Smc6ép jsou propojeny
podkomplexem Nselp-Nse3p-Nsedp. V SMC5-6 komplexu kvasinky Schizosaccharomyces
pombe spojuji hlavové domény taktéz podjednotky NseSp-Nse6p.

Ackoli Nse6bp vézal celé proteiny SmcSp a Smc6bp, neinteragoval v pull-down
pokusech ani s konstruktem obsahujicim hlavové domény ani s fragmenty obsahujicimi
raménka (bez hlavovych domén) SmcS5p a Smc6bp. V piivodnich hlavovych konstruktech byly
pouzity N- a C-koncové globuldrni ¢asti Smc proteini s kratkymi (asi 50 AK) raménky
propojenymi flexibilnim linkerem. Vytvofili jsme nové konstrukty s raménky prodlouzenymi
na 100-150 aminokyselin. Tyto prodlouzené hlavové konstrukty byly schopné vazat protein
Nse6p stejné dobie jako celé proteiny SmcSp a Smcbp [48]. Je ziejmé, ze protein Nsebp se
(spolu s Nse5p) vaze zjiné strany hlavovych domén podkomplexu Smc5p-Smc6bp a plni
patrné jinou funkci nez podkomplex Nselp-Nse3p-Nsedp (obr. 18). Interakce podkomplexu
Nse5-6 nejsou evoluéné konzervovany v eukaryontnich bunkach a jejich funkce neni

nezbytna pro hlavni aktivity kvasinkového (S. pombe) komplexu SMC5-6 [44].
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Nase vysledky analyzy podjednotek SMCS5-6 mély velky vyznam pro utvareni
piedstavy o architektuie a fungovani SMC5-6 komplexu na molekularni Grovni. Zatimco u
kohesinového komplexu slouzi hlavové domény, a je premost’ujici kleisinova podjednotka,
jako hlavni vstupni/vystupni brana pro DNA, je zfejmé, ze nckolikandsobné provazani
hlavovych domén heterodimeru SmSp-Smc6p komplikuje nebo dokonce miize brénit vazbe a
vstupu DNA do tohoto heterodimeru (obr. 18). Pokud DNA vstupuje do prostoru mezi
raménky Smc5-Smc6, predpokladame, Ze se tak d&je pies Casové omezené pieruseni vazby

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

Predkladana habilita¢ni prace shrnuje dosavadni pifinos kandidata v oblasti analyzy
proteinovych interakci a jejich vyznamu pro bunécné procesy. Vysledky byly publikované v 8
¢lancich v mezinarodnich odbornych casopisech (ZIF=39, citovano 341x) a nejnov¢jsi data
byla neddvno sepséna a odeslana do mezinarodniho odborného ¢asopisu PLoS One. Ve tfech
kapitolach se autor zabyva vysledky analyzy interakci riznych typt proteint a jejich podilem
na tvorbé riznych komplexi (napf. na utvareni a funkci komplexu SMC5-6). Pojitkem téchto
zdanlivé rtznorodych analyz je jasnd snaha kandiddta o pochopeni zplsobu jakym se
proteinové interakce podileji na bunéénych procesech.

Z této prace je ziejmé, ze vyznamny podil na protein-proteinovych (dimeriza¢nich)
interakcich maji coiled-coil domény (napf. intermolekularni interakce dvou molekul proteinu
Sla2p/End4p nebo intramolekuldrni interakce coiled-coil domén proteint Smc). Vyhodou
dimerizace stejnych molekul je pfedevS§im vznik symetrie. Tato symetrie mize bud’
zdvojnasobit pocet aktivnich mist (napf. dimer p53 mulze véazat dvé vladkna scDNA) nebo
zdvojnasobit velikost vazebného povrchu a vazbu zesilit (napf. nckteré DNA-vazebné
proteiny). Pii intramolekularni interakci coiled-coil domén vznika nova konformace molekuly
(napf. intramolekularni interakce u Smc proteint pfiblizuje odlehlé N- a C-koncové casti
molekul a vytvaii novou hlavovou doménu).

Je typické, ze proteinové komplexy (napt. komplex SMC5-6) jsou utvateny prevazné
slabymi interakcemi jednotlivych podjednotek. S¢itdnim téchto slabych interakci vSak vznika
pevny a stabilni komplex. Na molekularni urovni se jednotlivé malé interakéni povrchy
podjednotek dostavaji do tésné blizkosti (pii vzdjemnych interakcich podjednotek) a vytvari
tak povrchy vétsi a interakce stabilizuji (pozorovano napt. v podkomplexu Nselp-Nse3p-
Nsedp).

Velmi zajimavou otdzkou je evoluce protein-proteinovych interakci a vznik novych
komplexti. Zména jedné klicové aminokyseliny v podjednotce multiproteinového komplexu
mlZe znamenat pferuSeni interakce s jednim partnerem. Diky stabilizacnimu efektu
(interakcim) ostatnich podjednotek komplexu v§ak nemusi mit tato mutace za nasledek rozpad
komplexu (pozorovano napi. v podkomplexu Nselp-Nse3p-Nsedp). Ackoli jsou proteinové
sekvence pod silnym selek¢nim tlakem maji uréitou volnost pokud je zachovana celistvost a
funk¢nost celého komplexu. Mnohem mensi selekéni tlak na duplikaty takovychto proteinti
dava moznost vzniku novych proteinovych komplext s novymi funkcemi. Pfikladem takovéto

neofunkcionalizace jsou proteiny z rodiny MAGE.
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Pii spojovani komplexi do vétsich funkénich celkl a pii interakci funkéné odliSnych
komplext v procesech, které jsou Casové a prostoroveé specificky vymezeny, je také vétSinou
zapotiebi vice vazebnych kontaktti. Napiiklad byla identifikovéna fada protein-proteinovych
interakci mezi komponenty aktinového cytoskeletu a transla¢niho aparatu (napf. interakce
proteinit Sla2p/End4p s elF3a). Tyto interakce mohou za urcitych podminek provazat
aktinové a transla¢ni komplexy do funkéniho celku, ktery se podili na lokalizované translaci
specifickych mRNA.

Soucasnou snahou proteomickych studii je predevsim pochopit architekturu a funkci
jednotlivych proteinovych komplexii a nasledné jejich vzajemné plsobeni. Analyza protein-
proteinovych interakci podjednotek komplexti ukazuje jednak fyzické propojeni podjednotek
v komplexu, ale také naznacuje jejich funk¢ni propojeni. Systematické mapovani protein-
proteinovych interakci podjednotek komplexu SMCS5-6 pfineslo pfedstavu prostorového
uspotfadani tohoto komplexu a nastinilo Ulohu jednotlivych podjednotek na molekularni
arovni.

Studium proteinovych interakci napomaha pochopeni procest probihajicich v bunice.
Analyza protein-proteinovych interakci na Urovni celého bunééného proteomu ukazuje
vzajemné fyzické a funkéni provazani i zdanliveé odlisnych komplexi (jako napt. aktinového a

elF3 komplexu).
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4. ABSTRACT

This thesis summarizes analysis of several protein complexes. It starts with actin-
associated Sla2p/End4p protein which is involved in actin nucleation and endocytosis. We
found that the central coiled-coil domain of Sla2p/End4p mediates homodimerization and
together with Abplp facilitates internalization step of endocytosis. In addition, Sla2p/End4p
protein interacts with elF3a/Rpglp subunit of eukaryotic translation initiation factor (elF3).
This interaction probably contributes to specific translation which is localized on the actin
cytoskeleton.

Next we explored DNA-binding properties of p53 tumour suppressor. We
characterized its selective binding to scDNA (supercoiled DNA). Its C-terminal DNA-binding
part mediates the interaction with two DNA strands which are in close proximity. Using
fragment analysis and electron microscopy techniques we found that oligomeric state of p53
is essential for formation of the nucleoprotein p53-scDNA complexes

Finally, detail analysis of yeast and human SMC5-6 complexes and their subunits has
brought new insights into the architecture and function of the SMC5-6 complex on the
molecular level. Most recently we focused on the Nse3/MAGE subunit of the SMC5-6
complex and discovered an evolutionarily conservation of its binding to Nse4/EID proteins.
This thesis reflects the candidate’s efforts to understand molecular mechanisms of protein

interactions and their role in protein complexes and cellular processes.
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6. Seznam zkratek

ABPI1 — Actin-Binding Protein (aktin-vazajici protein)

AK — AminoKyselina

Arp - Actin-related proteins (proteiny podobné aktinu)

EID - E1A-like Inhibitor of Differentiation (inhibitory diferenciace podobné E1A proteinu)
EMSA - Electrophoretic Mobility Shift Assay

HEK - Human Embryonic Kidney (butiky izolované z ledvin lidskych embryfi)

HIP - Huntingtin Interacting Protein (protein interagujici s Huntigtinem)

MAGE - Melanoma-Associated antiGEn

MHD - MAGE-Homologni Doména

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

RING - Really Interesting New Gene

scDNA - supercoiled DNA (nadSroubovicova DNA)

SCS - scDNA-selective binding (selektivni vazba s nadSroubovicovou DNA)

SLA - Synthetic Lethal with ABP1 (gen potfebny pro pteziti bun¢k postradajicich ABP1)
SMC - Structural Maintenance of Chromosome (proteiny udrzujici strukturu chromosomt)

SUMO - Small Ubiquitin-like MQdifiers (malé modifikatory podobné ubiquitinu)
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