Abstrakt

Protein FrpC je produkovany bakterii Neisseria meningitidis v lidském hostiteli. Tento
protein je charakteristicky pfitomnosti RTX domeény, ktera jej fadi do stejnojmenné rodiny
bakterialnich toxinG. Protein FrpC vykazuje unikatni autokatalytickou Stépici aktivitu,
kterou zajiStuje 177 aminokyselin dlouha c¢ast (SPM, Self-Processing Module). Bez
navazaného Ca2* zaujima SPM neusporadanou strukturu. Po vazbé iontu se protein sbali
a je schopen vykonat enzymatickou aktivitu. Analyza struktury sbaleného SPM by mohla
odhalit funkéni souvislosti vazby iontu a autokatalytického sestfihu. Bohuzel feSeni
struktury SPM pomoci NMR se ukazalo byt velmi obtizné kvuli dlouhé nestrukturované
Casti sekvence uvnitf SPM.

Pfedmétem této prace se tedy stal popis SPM pomoci fluorescenénich metod,
charakterizace vazby iontu do SPM, tak i strukturnich zmén, které se v pribéhu vazby
Ca2* odehravaji. Byla stanovena disocia¢ni konstanta vazby kovového iontu do SPM,
kp~17 uM, ktera se nachazi v koncentraénim rozmezi CaZ2*, kdy dochazi ke sbalovani
SPM proteinu (1-20 uM). Soucasti pochopeni struktury SPM bylo zjisténi, Ze obé
tryptofanova rezidua Trp4s1 a Trps19 v SPM interaguji jak s navazanymi ionty, tak spolu
navzajem. Pro tento ucel byly pouzity plné funkéni varianty SPM s jednim tryptofanem,
W451F a W519F, a luminiscenéni analog vapniku, terbium (Tb3+). Méfenim rezonanéniho
pfenosu energie (FRET) z Trp na Tb3* byla uréena vzdalenost 6 A, ktera ve sbaleném
SPM proteinu déli Trp4s1a navazany iont Th3*. Soucasti této prace je také metodicky
nahled do vlastnosti Tbh3+, jehoz absorpéni vlastnosti jsou proménné podle toho, je-li
navazano v hydrofobnim vazebném misté, ¢ volné v roztoku. Pochopeni vlivu
elektrostatické interakce mezi dvéma tryptofany na terciarni strukturu proteind pomoci
geometrickych analyz dostupnych konfiguraci Trp-Trp z proteinovych struktur z PDB

databaze umoznilo oddvodnéné navrhnout konfiguraci Trp-Trp v ramci SPM.
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