Abstrakt

Intramembranové proteasy z rodiny rhomboidil jsou v piirodé Siroce rozsifeny a vyskytuji se
ve vSech doménach Zivota. Podileji se na mnoha dulezitych procesech, jako napiiklad
kontrola kvality membranovych proteinli nebo mitochondridlni dynamika. Jejich aktivita
souvisi s nemocemi jako Parkinsonova nemoc nebo rakovina. Proto se rhomboidy jevi jako
potencialni terapeutické cile. V této praci jsme se snazili objasnit detailni mechanismus
fungovani modelové proteasy GlpG z E. coli. Zaméfili jsme se i na mechanismus rhomboidu
RHBDL2, coz je jeden ze ctyf eukaryotickych rhomboidd, jejichz funkce neni piilis
prostudovana. Pro pochopeni vazby mezi substratem a enzymem jsme piipravili fadu novych
peptidyl-chlormethylketonovych inhibitorit odvozenych od proteinu TatA, coZ je substrat
rhomboidu v P. stuartii. Diky krystalové struktuie komplexti GlpG s témito inhibitory jsme
prozkoumali vazebna mista substratu S1 az S4, coz ndm umoznilo objasnit strukturni
podstatu substratové specifity enzymu. Ukdazali jsme, Ze rychlost St€peni substratu mize byt
vyznamné ovlivnéna modifikaci sekvence substratu na pozicich P1 az P5. Na zaklad¢ téchto
pozorovani jsme vyvinuli fluorogenni transmembranovy peptidovy substrat rhomboidovych
proteas, ktery je pouzitelny jak v detergentu, tak v liposomech, a je vhodny pro testovani s
vysokou propustnosti. Pomoci téchto substratii jsme dokdzali, Ze rhomboidy pro efektivni
zpracovani substratu vyzaduji takika kompletni transmembranovou ¢ast substratu a ze
interakce mezi enzymem a substratem nejspi§ probihd uvnitf membrany. Diky témto
znalostem se ndm podafilo navrhnout silné inhibitory proteas z rodiny rhomboidi, jejichz
zakladem jsou peptidyl-a-ketoamidy. Tyto inhibitory jsou aktivni v nanomolarnich
koncentracich a piisobi selektivné na proteasy z rodiny rhomboidii. Pomoci krystalovych
struktur jsme prokézali, ze vazba peptidyl-a-ketoamidu na rhomboid je kovalentni, podobna
tetraedralnimu meziproduktu Stépeni substratu. Pomoci pokroc¢ilych metod fluorescencni
spektroskopie (FRET a FCCS) jsme objasnili chovani rhomboidové proteasy RHBDL2 v
jejim pfirozeném prostiedi. Zatimco dosavadni vysledky naznacovaly moznost alosterické
aktivace rhomboidu jejich dimerizaci, my jsme nenasli Zadné diikazy o dimerizaci RHBDL2
v bimembrané. Béhem této prace se ndm podatilo vyvinout metodiku Siroce aplikovatelnou
na studium dimerizace membranovych protein. VSechny poznatky popsané v této praci

vyznamné piispivaji k pochopeni mechanismu fungovani rhomboidovych proteas.



