Abstrakt

Hsp90a je ATP-dependentni chaperon, jehoz aktivita je mimo jiné regulovana pomoci
acetylace lysint, avSak funk¢ni vyznam jednotlivych acetylovanych mist stale neni pln¢ objasnén.
Tato diplomové prace zkouma, jak specificky acetylované varianty Hsp90a v N-termindlni, stfedni
a C-terminalni doméné ovliviuji stabilitu, oligomerni stav a ATPdzovou aktivitu proteinu. Varianty
byly exprimovany pomoci rozSifeni genetického kodu (ortogondlni expresni systém umoZiujici
inkorporaci acetyllysinu) v buiitkich HEK293T a ovéfeny sekvenovanim, SDS-PAGE, hmotnostni
spektrometrii a hmotnostni fotometrii. Méfeni tepelné stability protein pomoci nanoDSF ukazalo, ze
nekteré acetylace lysinu v N-terminalni doménée, zejména K100 a K112, vyrazné¢ destabilizuje
protein a méni profily rozbaleni v zavislosti na nukleotidech. Hmotnostni fotometrie potvrdila

dimerni povahu vSech konstruktl, coz odpovida fyziologickému stavu HSP90 v bunce..

ATPéazova aktivita byla hodnocena pomoci kvantitativnich luminiscencnich testil
zalozenych na méfeni mnozstvi ADP ve vzorku. Pouziti pPozitivnich kontrol (Hsp70, CKleg)
potvrdilo spravnou funkci testu. U preparati  Hsp90a purifijovaného z lidské bunécné linie se
ukazalo, ze detekovanad ATPazova aktivita pochdzi ptrevazné z ATPaz ko-purifikovanych pii Strep-
Tactinové afinitni chromatografii, nikoli z Hsp90 samotného. Ani pouziti specifickych inhibitora
(ganetespib, VER-155008, staurosporin, NMS-873) nedokézalo rozlisit signal pochazejici z Hsp90,
a tudiz nebylo mozné provést spolehlivé porovnani ATPazové aktivity jednotlivych acetylovanych

variant.

Vysledky ukazuji, Ze specifické acetylace vyznamné ovliviiuji strukturu Hsp90a, avSak
vlastni ATPazova aktivita proteinu neni za pouZitych purifikaénich a detekénich podminek
jednozna¢né¢ méfitelnd. Prace identifikuje kliCové metodologické pozadavky pro  piesnou
kvantifikaci vlivu acetylace lysinli na katalyzu Hsp90a — jedna se zejména o zvySeni Cistoty
proteinovych preparaci, pouZiti testi umoznujicich méfeni ATP4azové activity v pfitomnosti vysoké

koncentrace ATP a ptipadn¢ alternativni detekéni metody s vyssi citlivosti.



