
Abstrakt 
Hsp90α je ATP-dependentní chaperon, jehož aktivita je mimo jiné regulována pomocí 

acetylace lysinů, avšak funkční význam jednotlivých acetylovaných míst stále není plně objasněn. 

Tato diplomová práce zkoumá, jak specificky acetylované varianty Hsp90α v N-terminální, střední 

a C-terminální doméně ovlivňují stabilitu, oligomerní stav a ATPázovou aktivitu proteinu. Varianty 

byly exprimovány pomocí rozšíření genetického kódu (ortogonální expresní systém umožňující 

inkorporaci acetyllysinu) v buňkách HEK293T a ověřeny sekvenováním, SDS-PAGE, hmotnostní 

spektrometrií a hmotnostní fotometrií. Měření tepelné stability protein pomocí nanoDSF ukázalo, že 

některé acetylace lysinu v N-terminální doméněe, zejména K100 a K112, výrazně destabilizuje 

protein a mění profily rozbalení v závislosti na nukleotidech. Hmotnostní fotometrie potvrdila 

dimerní povahu všech konstruktů, což odpovídá fyziologickému stavu HSP90 v bunce.. 

ATPázová aktivita byla hodnocena pomocí kvantitativních luminiscenčních testů 

založených na měření množství ADP ve vzorku. Použití pPozitivních kontrol (Hsp70, CK1ε) 

potvrdilo správnou funkci testu. U preparátů  Hsp90α purifijovaného z lidské buněčné linie se 

ukázalo, že detekovaná ATPázová aktivita pochází převážně z ATPáz ko-purifikovaných při Strep-

Tactinové afinitní chromatografii, nikoli z Hsp90 samotného. Ani použití specifických inhibitorů 

(ganetespib, VER-155008, staurosporin, NMS-873) nedokázalo rozlišit  signal pocházející z Hsp90, 

a tudíž nebylo možné provést spolehlivé porovnání ATPázové aktivity jednotlivých acetylovaných 

variant. 

Výsledky ukazují, že specifické acetylace významně ovlivňují strukturu Hsp90α, avšak 

vlastní ATPázová aktivita proteinu není za použitých purifikačních a detekčních podmínek 

jednoznačně měřitelná. Práce identifikuje klíčové metodologické požadavky pro  přesnou 

kvantifikaci vlivu acetylace lysinů na katalýzu Hsp90α – jedná se zejména o zvýšení čistoty 

proteinových preparací, použití testů umožňujících měření ATPázové activity v přítomnosti vysoké 

koncentrace ATP a případně alternativní detekční metody s vyšší citlivostí. 


