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SOUHRN

Mitochondrialni ,, processing” peptidasa (MPP) je heterodimerni (a-, B-MPP)
signalni metalopeptidasa, kterd hraje kli¢ovou roli béhem importu
proteinovych prekurzort do mitochondrie, kdy rozeznavd a odstépuje
signalni sekvence importovanych proteini. Zde byla charakterizovana nova
signalni peptidasa mitochondridlnitho typu - hydrogesomaélni , processing”
peptidasa (HPP) z hydrogenosomt Trichomonas vaginalis. Hydrogenosomy
jsou velmi redukované formy mitochondrii nachazejici se v raznych
intracelularnich parazitech a mikroaerofilnich eukaryotech. Bylo uké&zano, Ze
HPP je aktivni jako af-dimer, podobné jako MPP, a nikoli jako samotna
B-podjednotka, jak bylo publikovéano autory Brown a kol [100].

Zatimco B-MPP pIni funkci katalytickou, tak a-MPP funkci regula¢ni.
Glycinova smyc¢ka a-podjednotky (GRL) obsahuje mezi nejraznéjsimi
organismy téméf absolutné konzervovanou sekvenci aminokyselin a jej
vyznam spo¢ivd pravdépodobné vrozeznavani substrath. Metodami
molekularni dynamiky zde bylo potvrzeno, Ze interakce substratu s GRL je
zprostfedkovana hydrofobnimi rezidui a dale bylo ukézéno, Ze GRL se
vyrazné uplatiiuje béhem vtahovéni substratu do aktivniho centra, kde se

velmi silné projevuje jeji flexibilita.



SUMMARY

Mitochondrial processing peptidase (MPP) is heterodimeric matalopeptidase
(a-, B-MPP) that plays a key role in mitochondrial protein import, by
recognizing and cleaving the targeting presequences of host nuclear-encoded
mitochondrial matrix proteins. Here was characterized a novel processing
peptidase from the hydrogenosomes of Trichomonas vaginalis - the
hydrogenosomal processing peptidase (HPP). Hydrogenosomes are highly
reduced versions of mitochondria that are found in diverse parasitic or
microaerophilic microbial eukaryotes. It was demonstrated that, contrary to
previous reports [100], the Trichomonas hydrogenosomal processing
peptidase (HPP) functions efficiently as a ap heterodimer, rather than as a

B-homodimer.

Whereas B-MPP is catalytic subunit, a-MPP has regulatory function.
Glycine-rich loop of a-MPP (GRL) is almost absolutely conserved among
different organisms and is probably very important in substrate recognition.
Molecular dynamics methods were used to confirm that the interaction
between substrate and GRL is mediated by hydrophobic interactions. Futher
was shown the importance of GRL flexibilty during translocation of the

substrate to active center of MPP



Uvod

1. UVOD

Disledkem evoluce eukaryotickych bunék je jejich kompartmentace, ktera jim
dovoluje fungovat mnohem efektivnéji. Pro tuto diplomovou praci maji vyznam
organely mitochondridlniho typu, které mohou nést vlastni genetickou informaci.
Av3ak tato DNA ma malou informa¢ni kapacitu, a kéduje tak jen malé mnoZstvi
proteinii téchto organel. Proto je vétSina proteini kédovana jadernymi geny,

jejichz produkty jsou néasledné do ptislusnych organel transportovany.

ProtoZe organizace, obsah a funkce téchto organel je pfesné definovana, je
nutné, aby existoval specificky transportni systém pro import téchto proteind.
Vétdina proteint uréenych pro organely mitochondridlnfho typu je tak
syntetizovdna ve formé svych prekursorti nesoucich aminokyselinovou signalni
sekvenci. Po dokonéeni transportu jiz signalni sekvence nejsou potteba a jsou

specificky ods$tépovany pfislusnymi endopeptidasami.

Zatimco mitochondridlni ,processing” peptidasa (MPP) je jiz relativné
dobfte charakterizovany enzym jak po strance fyziologické funkce, biochemickych
vlastnosti a struktury a ,zbyva” tedy pouze detailné objasnit mechanismus funkce,
tak v ptipadé hydrogenosomalni ,processing” peptidasy (HPP) dosud ani jisté
nevime, zda funguje jako monomer ¢i néjakd forma dimeru. V odhalovani
vlastnosti a funkce hydrogenosomdlni , processing” peptidasy stojime teprve na

zacatku dlouhé cesty.

Rozkli¢ovéani funkci téchto dvou peptidas by tak snad mohlo pomoci
k objasnéni evoluce eukaryotické buiiky a v dalsi fazi vyzkumu pak k ndvrhu 1ékt

proti rozliénym nemocem (malérie a dalsf).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Vznik eukaryotni bunky

Ackoli nejdileZitéjsim rozdilem mezi eukaryoty na strané jedné a bakteriemi na
strané druhé je existence jadra, mnoho eukaryotickych bunék charakterizuje také
pfitomnost dodate¢nych organel. VSechny dosud charakterizované eukaryotické
organismy nesou totiz urcité elementy s charakteristickymi znaky pro
mitochondrie - at uZ se jedna o ,pravou” mitochondrii, plastid, peroxisom,
hydrogenosom, mitosom nebo pouze o né&kolik gend, které zbyly po druhotné
ztraté organely mitochondridlntho typu. Dusledek tohoto poznani je ten, Ze
objasnéni evolu¢ni historie mitochondrie mutZe odhalit historii samotné

eukaryotické buriky.

Vznik mitochondrie byl velmi vyznamnou udalosti v evoluci eukaryotické
buriky. Dnes je jiz obecné pfijimana teorie, Ze mitochondrie se vyvinuly
endosymbiosou v hostitelské burice [1]. Studium mitochondridlniho proteomu a
fylogenetické analyzy mitochondridlntho genomu ukazaly, Ze endosymbioticky
praptedek je nejspiSe a-proteobakteridlniho pavodu [2, 3]. Dosud v3ak neni zcela
jasné, jestli hostitelské butika byla podobnéd dne$nim archebakteriim nebo zdali se
jednalo uz o ¢astetné vyvinutého eukaryota, ktery mél jadro, cytoskelet a

primitivni endomembranovy systém (tzv. archezoon) [4].

Dobrym kandidatem na takového prapfedka je a-proteobakterie Rickettsia
prowazekii. Témé&F vSichni ¢lenové této skupiny organismi Ziji ve spojeni
s eukaryotickymi butikami bud’ jako symbionti nebo jako intracelularni paraziti
rostlin a zvifat. Pfitomnost téméf identickych systémG pro energeticky
metabolismus R. prowazekii a aerobnich mitochondrii pravdépodobné reflektuje
jejich spole¢ny pavod [3]. Naopak z analyzy mnoha genti zajistujici membranovy
transport a nékteré regula¢ni drdhy je patrné, Ze tyto systémy se vyvinuly
v eukaryotickém jadru aZ po akvizici mitochondridlniho prap¥edka [5].

-10 -
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Ukézkovym pfikladem mitochondridlnich proteini nebakteridlniho
puvodu je ATP/ADP translokasovy komplex, ktery zajistuje transport ATP/ ADP
pfes mitochondrialni membrany. Tento typ transportu byl dosud nalezen pouze
u Rickettsia, Chlamydia, mitochondrii a chloroplastd [6], av8ak ATP/ADP
translokasové komplexy Rickettsia a mitochondrii si nejsou podobné. Déle neni
diivod pfedpokladat, Ze by volné Zijici a-proteobakterie exportovala/importovala
ATP do/ze svého prostitedi. Tyto skute¢nosti naznacuji, Ze ATP/ADP
translokasové systémy vznikly nezévisle na sobé, a Ze v dobé&, kdy doslo k akvizici
mitochondridlntho prapfedka n&kdy pfed 1,5 miliardou let, nebyla
a-proteobakterie schopna transportovat ATP.

Co ale bylo hnaci silou evoluce mitochondrie, nebyla-li to vyména ATP
mezi endosymbiontem a hostitelem? Existuje n€kolik novéjsich hypotéz, které se
pokousi objasnit ty ¢asti tradi¢ni endosymbiotické teorie, které stavi na vyznamu

ATP pro evoluci mitochondrie.

2.1.1 Vodikova hypotéza

Vodikova hypotéza (Obr. 1) uvaZuje jako hnaci silu evoluce mitochondrie
produkci/spotfebu vodiku [7]. Tato hypotéza postuluje, Ze prvotné se dva
organismy potkaly v prostfedi bohatém na vodik a oxid uhli¢ity a Ze jeden z nich
mohl byt fakultativné anaerobni. Symbiosa téchto dvou organismii se ustanovila
na zakladé produkce vodiku a oxidu uhli¢itého symbiontem, pti¢emz v dtsledku
zmény sloZeni zemské atmosféry hostitel postupem c¢asu zacal byt na svém

symbiontovi ¢im dél tim vice zavisly, aZ nakonec jej pohltil tplné.

Oproti tradi¢ni endosymbiotické teorii jsou zde tedy dva dulezité rozdily:
* aerobni versus fakultativné anaerobni symbiont a

* vyznam ATP versus vyznam vodiku.

Vodikova hypotéza déale uvaZuje, Ze spole¢ny prapfedek nesl geny pro

v8echny enzymy dnes pfitomné jak v mitochondriich, tak v hydrogenosomech.

-11-
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Rozdiln4 distribuce téchto enzymii v organelach dne$nich organisma je pak
vysvétlena jako rozdilnd ztrata v prab&hu evoluce.

Vodikova hypotéza

¥ o
. °°® organické
latky 5

transport H,
L —D
organické pohlceni

litky ATP

symbionta

CH, CH,

organicke CO, + Hy + OAc
litky ATP

Obr. 1 Schématicky pohled na vodikovou hypotézu [7]. Detaily uvedeny v textu. OAc,
acetyl CoA. Obrazek pfevzat z [5].

Potla¢eni nebo ztrata anaerobniho metabolismu vedla v aerobnim prostfedi
ke vzniku mitochondrie (jinymi slovy, mitochondrie byla na po¢atku anaerobni),
zatimco ztrata respirace smérovala vyvoj endosymbionta v anaerobnim prosttedi

ke vzniku hydrogenosomu.

2.1.2 Syntroficka hypotéza

Syntrofickd hypotéza (Obr. 2) stavi také na mezidruhovém transportu vodiku, ale
uvaZuje jiné organismy [8, 9]. Syntroficka a vodikova hypotéza se také li3i v poctu
pfedpokladanych ,akvizi¢énich krok&t”: zatimco vodikova hypotéza navrhuje
pouze jednu endosymbiotickou udélost, tak syntrofickd hypotéza postuluje dvé
oddélené symbiotické udalosti [9]. Spole¢né naopak maji anaerobni prostfedi na

pocétku celého procesu.

Za prvniho symbionta je povaZovana myxobakterie redukujici sulfat a
produkujici vodik, ktera vytvofila syntroficky vztah sanaerobnim na vodiku
zavislym methanogenem. Tato udélost vedla k prvotni eukaryogenesi a vzniku
konsorcia produkujictho methan. Syntrofickd hypotéza predpoklads, Zze
mitochondrie vznikla v druhém ,akvizi¢nim kroku”, konkrétné Ze byla odvozena
od methanotrofni &-proteobakterie, ktera byla zavisla na methanu produkovaném

konsorciem.

-12 -
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Syntroficka hypotéza

(end
methanotrofni transport CH,
symbiont [———— 3
pohlceni
CO’J symbionta

Syntrofické
konzorcium

CH, o

Obr. 2 Schématicky pohled na syntrofickou hypotézu [8]. Detaily uvedeny v textu.
Obrézek pfevzat z [5].

2.1.3 Ox-tox hypotéza

Podle ox-tox hypotézy (Obr. 3) vznikla mitochondrie ve dvou fazich [5]. Po¢ate¢ni
funkce symbionta v prvni fazi byla detoxikace - anaerobni hostitel tak ziskal
selekéni vyhodu proti stoupajicimu mnoZstvi kysliku v zemské atmosféfe ptred 2

miliardami let [10-12].

Nésledné dochazi k t&sné&jsimu souZiti obou organismil, aZ nakonec hostitel
symbionta zcela pohlti, ktery tak mZe mnohem efektivnéji detoxikovat
intraceluldrni prostfedi svého anaerobniho hostitele. V druhé fazi dochazi
k propojovani metabolickych drah obou organismii, zejména transportniho a
regulaénfho systému. NejdileZitéjsim krokem je integrace ATP/ADP

translokdzového systému kédovaného hostitelskym genomem do membrény

protomitochondrie.
Ox-tox hypotéza
H0 CO, B pazer FAZED
a ::!:::; » o]:i;zii :_,ni trax;% ort
symbiont =D —_—

pohlceni
@ H,0 CO,symbionta
organické

H,0 latky

CyHy304 + 60, 6H,0 + 6CO,
ATP

Obr. 3 Schématicky pohled na ox-tox hypotézu [5]. Detaily uvedeny v textu. Obrazek
prevzat z [5].
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2.2 Organely mitochondrialniho typu

Jiz bylo fe¢eno, Ze v8echny dosud charakterizované eukaryotické organismy nesou
urcité elementy s charakteristickymi znaky mitochondrie - jinymi slovy feceno,
pro eukaryotické buriky je typickd pfitomnost organel mitochondridlniho typu.
V nésledujicim textu v8ak bude vénovéna pozornost pouze mitochondriim a

z evolu¢niho hlediska velice zajimavym hydrogenosomiim.

2.2.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou dvoumembrénové organely eukaryotickych bunék, které
zajistuji celou fadu dé&t pro butiku Zivotné€ nezbytnych. V mitochondriich
rozliSujeme vnitfni a vnéj$i membrdnu, mezimembranovy prostor a matrix
(Obr. 4). Mitochondrie jsou nejen energetickym centrem buriky, ale je zde také
lokalizovédno velké mnoZstvi daldich esencidlnich metabolickych drah, jako
napfiklad oxidace mastnych kyselin. Na vSech téchto dé&jich participuje mnoho
mitochondridlnich proteind, ¢asto sdruZenych do celych proteinovych komplexi,

jejichZ lokalizace je v mitochondrii pf¥esné definovéna.

Obr. 4 Schéma mitochondrie. 1 - vnéj$i membrana, 2 - vnitfni membréna, 3 - kristy, 4 -
mezimambranovy prostor, 5 - matrix, 6 - mitochondridlni DNA.

PrestoZe mitochondrie disponuji vlastnim genetickym materidlem, vétSina
mitochondridlnich proteintt je koédovédna jadernymi geny. Pro ilustraci:
mitochondriédlni genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae (86 kb) obsahuje 54 gent,
znichz pouze devét kéduje proteiny [13] a zbyvajicich 400-500 potfebnych
proteinii je koédovano jadernymi geny [14], syntetizovdno na ribosomech

endoplasmatického retikula v cytosolu a transportovdno do mitochondrie.

-14 -
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Déje v mitochondriich jsou lokalizovany do vné&jsi nebo vnitfni membrény,
mezimembranového prostoru nebo matrix. Je tedy nezbytné, aby existoval

efektivni a striktni systém pro import prekurzorti mitochondrialnich proteint.

Proteiny urdené pro mitochondrie jsou syntetizovany jako deldi peptidové

prekurzory nesouci aminokyselinovou signalni sekvenci [15].

2.2.2 Hydrogenosomy

Hydrogenosomy byly poprvé popsany u trichomonad [16, 17], ale dnes jsou
znamé u celé fady rozliénych organismt. Hydrogenosomy se viak u jednotlivych
evolu¢né vzdéalenych skupin organisma lisi jak strukturou, tak né&kdy i
metabolickou aktivitou, coZ naznacuje, Ze u jednotlivych skupin organismit mohly
vzniknout nezavisle na sob¢ jako diisledek adaptace na prostfedi chudé na kyslik
[18]. Pfesto ale hydrogenosomy vykazuji nékolik spole¢nych rysii:

= produkce vodiku

* dvojitA membrana

* produkce ATP substratovou fosforylaci

* absence DNA (ale existuji vyjimky [19])

* centrum biosyntézy FeS center [20]

Embley a spol. [21] postulovali hypotézu o vzniku hydrogenosmi, kteréd
pfedpokladd Ze hydrogenosomy vznikly z mitochondrie tuspéSnou ztratou
kédujicich sekvenci DNA v anaerobnim prostfedi. Tuto hypotézu podporuje fakt,
Ze hydrogenosomy obsahuji mnoZstvi enzym s vyraznou sekven¢ni homologii se
svymi mitochondridlnimi prot&jgky. Konkrétné se jednd o nékteré komponenty
dychaciho fetézce, adenyléatkinasu, ,heat-shock” proteiny 10, 60 a 70 [22-26].
Mitochondrialni ptivod hydrogenosomtt vSak nemutZe sdm o sob& vysvétlit
pfitomnost charakteristickych enzymt, které se nenachéazeji v soudasnych
mitochondriich, jako je napf. hydrogenasa nebo PFO (komplex pyruvat-feredoxin
oxidoreduktasy) [27]. Pokud jsou hydrogenosomy skute¢né¢ pozménénou

mitochondrif, musely by ziskat geny pro tyto enzymy z jiného genomu.

-15-
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Z evolu¢niho hlediska jsou zajimavé hydrogenosomy nélevnika Nyctotherus
ovalis, které neobvykle obsahuji vlastni DNA. Né&které geny této DNA jsou
homologni s pfislu¥nymi mitochondridlnimi geny aerobnich nalevnika.
Hydrogenosomy N. ovalis produkuji vodik, avsak jsou senzitivni vii¢i inhibitoriim
komplexu I dychaciho fetézce a produkuji sukcinét jako svlij koncovy metabolicky
produkt - produkt typicky pro mitochondrie v anaerobnim prostfedi. Tyto
skute¢nosti naznacuji, Ze hydrogenosomy N. ovalis by mohly byt chybé&jicim

spojujicim ¢lankem mezi mitochondriemi a hydrogenosomy [19].

Jednim moZnym zplsobem, jak poodhalit evoluci hydrogenosomi, je
rekonstrukce na zakladé pfisné fylogenetické analyzy proteint charakteristickych
pro hydrogenosomy. Souvislosti mezi mitochondriemi a hydrogenosomy jsou

v soucasnosti teprve odkryvany.
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2.3 Transport proteint do mitochondrie

Béhem evoluce endosymbiontli v autonomni organely doslo k pfenosu genetické
informace do jadra hostitelské butiky, coZ si vynutilo vznik specializovanych
transportnich systémt, které zajistovaly/zajituji transport rtiznych produkti

metabolismu z /do organely a import proteini kédovanych jadernymi geny.

2.3.1 ,Kotransla¢ni” transport

Jak je ze samotného ndzvu zfejmé, ke ,kotranslaénimu” transportu proteinu
dochézi jiz béhem syntézy proteinu v cytosolu, kdy dochazi ke vzniku vazby mezi
ribosomem a mitochondrii. Tyto proteiny nesou neStépitelnou N-koncovou,
C-koncovou nebo vnitfni signdlni sekvenci [15], ktera je rozpoznavana komplexem
integralnich bilkovin vnéj$i membrany (TOM, translocase of the outer membraile)
[28] a dale pak komplexem vnitini membrény (TIM, translocase of the inner
membrane) [29]. ,Kotransla¢né” jsou transportovény ptedevdim proteiny vnéjsi
mitochondridlni membrany a ,carrier” proteiny vnitfni membrany mitochondrie

[30].

2.3.2 Posttranslaéni transport

Postransla¢nim transportem se rozumi transport proteinii aZ po dokonceni jejich
syntézy na ribosomech. Pro tyto proteiny je charakteristickd odStépitelna
N-koncova signalni sekvence, ktera sestdva aZ ze 120 aminokyselinovych zbytkda.
Ma potencidlni schopnost tvofit v hydrofobnim prostfedi nestabilni a-helix a diky
pFitomnosti bazickych aminokyselin je kladné nabité [31]. Za touto sekvenci miiZe

nasledovat dal3i signélni sekvence, sestavajici z osmi aminokyselin [32-35].

V cytoplasmé je signdlni sekvence dileZita pro rozeznani transportovaného
proteinového prekurzoru specifickymi chaperony, které zabrafiuji agregaci a
degradaci proteinu a udrZuji jej v konformaci optimalni pro import [36, 37]. Vlastni
transport je zahajen hydrofobni interakci signalni sekvence s TOM komplexem
(Obr. 5), konkrétné s jeho podjednotkou Tom20 (Obr. 7). Transport pfes vnitfni
membranu vyZaduje elektrochemicky potencidl (Ay) [38], interakci sTIM
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komplexem a je doprovézen hydrolyzou ATP [29, 39, 40]. Po transportu do matrix

je signalni sekvence z prekurzoru proteolyticky odstépena.

Proces odstépovani signlni sekvence je odli$ny v zavislosti na charakteru

sekvence samotné a na destinaci proteinu (Obr. 5).

Obr. 5 Proteolytické tpravy mitochondridlnich proteinovych prekurzord. Signalni
sekvence je znazornéna jako pozitivné nabitd doména. CH, cytosolické a mitochondrialni
chaperony; R, receptor vné&jdi membrany asociovany sTOM, translokasou vnéjsi
membrany; TIM, translokasa vnitini membrany; OM, vnéjdi membrana; IMS,
mezimembranovy prostor; IM, vnitini membrana; MPP, mitochondridlni , processing”
peptidasa; IMP, peptidasa vnitfni membrany; MIP, mitochondridlni ,intermediate”
peptidasa. Obrazek pfevzat z [41].

Signélni sekvence vétSiny proteinovych prekurzor odstépuje v matrix
mitochondrie mitochondridlni , processing” peptidasa (MPP, EC 3.4.24.64) [42, 43],
ktera proteolyticky upravuje prekurzory transportované do matrix (Obr. 5-B). U
prekurzorti smérovanych do mezimembranového prostoru byva hlavni signalni
sekvence doprovéazena dalsi signélni sekvenci, tzv. intramitochondridlni tfidici
sekvenci [32-35]. Hlavni signélni sekvence je pak od3tépovdna MPP, zatimco
druh4 je $té€pena peptidasou vnitfni membrany (IMP, EC 3.4.9; Obr. 5-A) [44].
Signalni sekvence dal3i skupiny proteinovych prekurzori jsou sekven¢né stépeny
nejprve MPP a dale pak mitochondridlni ,intermediate” peptidasou (MIP, EC
3.4.24.59), peptidasou lokalizovanou ve vnitfni membrané mitochondrie (Obr. 5-C)

[33].
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Cely proces transportu mitochondridlnich proteint je zakoncen
»poskladanim” proteinu do své nativni konformace za pomoci mitochondrialnich

chaperonti, pfipadné jeho asociaci do oligomernich proteinovych komplext.

2.3.3 Signalni sekvence substrata

Jak jiz bylo Ffedeno, vétSina proteint smérovanych do mitochondrii je
syntetizovéna ve formé svych prekurzort nesoucich na N-konci signalni sekvenci.
MPP tyto sekvence odsté€puje, pficemZ rozeznavé Sirokou S8kélu signalnich
sekvenci, které jsou hodné variabilni. Délka signélnich sekvenci se méni od 8 do
121 aminokyselinovych zbytkil, primérna délka je pak 32 aminokyselin. Signalni

sekvence jsou obecné delsf u rostlinnych proteinovych prekurzort.

Klasickému schématu proteolyticky odstépovanych signalnich sekvenci se
vymykaji nékteré substraty. Ukéazalo se, Ze MPP téz proteolyticky upravuje
polypeptidové substraty, tedy takové substraty, jejichZz proteolyzou vznika vice,
v tomto p¥ipadé dva, nativni proteiny. MPP nejprve odstépuje signalni sekvenci a
nasledné roz3tépi polypeptidovy substrat na dva proteiny, které se v matrix
~poskladd” do své nativni konformace [45]. Podobné se vymykéa dvoukrokové
Stépeni frataxinu, jehoZ se také ucastni mitochondridlni ,processing” peptidasa

[46].

Signélni sekvence navic vykazuji jen malo spole¢nych ryst ve své primarni
struktufe. Ukézalo se v3ak, Ze existuje nékolik ryst spole¢nych v3em signalnim
sekvencim rozpoznavanym mitochondrialni ,, processing” peptidasou, a to sice:

* nese pozitivni ndboj [31],

* ma schopnost vytvafet amfifilni a-helix [35, 47, 48],

= ptitomnost argininu v pozici -2 nebo -3 od mista proteolyzy [32, 35]
(toto pravidlo neni ale absolutni) a

= ptitomnost hydrofobniho zbytku kolem pozice +1 od mista

proteolyzy [49].

Dosud nebylo zcela jasné, pro¢ jsou vlastné signalni sekvence odstépovany.

Mukhopadhyay a kol. [50] v8ak neddvno ukézal, Ze prekurzorové proteiny jsou
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v matrix mitochondrie pomérné rychle degradovany, pokud nedojde k odstépeni
signélni sekvence za tcasti MPP. Zd4 se tedy, Ze pfitomnost signélnich sekvenci

brani spravné funkci importovaného proteinu.

2.3.3.1 Primarni struktura

PrestoZe se signélni sekvence li3i v délce a v aminokyselinové sekvenci, podatilo se
porovndnim sekvenci [51] (Obr. 6) raznych prekurzordt mitochondridlnich
proteint ziskat zékladni strukturni motiv v primarni struktufe vétSiny signalnich
sekvenci, tzv. R-2 pravidlo, kdy se arginin nachazi v pozici -2 vzhledem k mistu
proteolyzy. Toto pravidlo v8ak neni absolutni, n&které substraty maji arginin
v pozici -3, jiné jej nemaji vibec a ptesto jsou substrdty mitochondridlni

~processing” peptidasy.

MPP
MAAT (J02622) mmmsmmmmﬂ SSWN. .
RSCSA (J03621) MVEGSSCLAAARLLSRTPLLOOMG GSYT..
Ycoxs (P04039) MLOQOMIRTTAKRASNIMTRPIIMMGE VHPK..
HMUT (A59148) MLRAKNQLFLLSPHYLRQVKBSSGSRLIQUE LHQQ. .
YRMO2 (P12687) MWNPILLOTSSFSFQKHVEGVFLOVEN ATKR..

Obr. 6 Mista proteolysy signalnich sekvenci prekurzorti mitochondridlnich proteind.
MAAT, my3i aspartdtaminotransferasa; RSCSA, a-podjednotka krysi sukcinyl-CoA-
synthetasy; YCOXS8, podjednotka 8 cytochrom c oxidasy S. cerevisize; HMUT, lidska
methylmalonyl-CoA-mutasa; YRMO02, 60Sribosomalni protein L2 S. cerevisige.
V zavorkach jsou uvedeny GenBank p¥istupové klice. Obrazek ptevzat z [41].

Vyznam argininu v pozici -2 byl potvrzen mnoha pracemi, kdy byl arginin
v této pozici (proximalni) nahrazen jinou aminokyselinou, p¥i¢emZz doslo
k né€kolikanasobnému poklesu proteolyzy. Naopak substituce distadlniho argininu
(naptiklad arginin v pozici -10) za lysin neméla na proteolyzu prakticky zadny
vliv. Lze tedy shrnout, Ze zatimco distélni arginin je rozeznévan jako bazicka

aminokyselina, tak proximalni arginin je rozeznavan jako individuum [32, 35, 49,

52, 53].

Experimenty s delecemi a substitucemi v signdlni sekvenci dale ukéazaly
vyznam bazickych aminokyselin pro efektivni proteolytickou dpravu
mitochondridlni ,processing” peptidasou [49, 54-59]. Kyselé zbytky se téméf
nevyskytuji, a tak sekvence nese kladny néboj. Vyznam pozitivniho naboje

naznacuje také rentgenova analyza struktury enzym-substrat [60].
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Pfitomnost zbytkdl glycinu a prolinu mezi proximalnim a distdlnim
argininem, respektive mezi proximalnim argininem a distdlnim bazickym
zbytkem, zajistuje del3im signdlnim sekvencim jistou davku flexibility, které tak

mohou interagovat s pfislunymi aminokyselinami podjednotek MPP [31].

Do pozice +1 jsou ¢asto situovany objemné hydrofobni zbytky fenylalaninu,
leucinu nebo isoleucinu [49]. Vy¥znamnou pozici v nativnim proteinu na N-konci je
pak pozice +2 a/nebo +3, kde se vyskytuji malé hydrofilni zbytky serinu nebo
threoninu [61, 62].

2.3.3.2 Sekundarni struktura

Samotna pfitomnost nékterych aminokyselin v danych pozicich signélni sekvence
nemiiZe byt dostacujici pro rozeznavéni proteinovych prekurzor transportnim
systémem a pozdé&ji pak mitochondridlni , processing” peptidasou. JelikoZ mezi
prekurzory proteolyticky upravovanymi MPP neexistuje jednozna¢ny spole¢ny
rozpoznavaci motiv, predpoklada se, Ze MPP rozpoznava uréitou vys3si
uspofddanou strukturu. A skute¢né, pomoci dvoudimenziondlni vodikové
nuklearni magnetické rezonance kombinované s cirkularnim dichroismem na
syntetickych peptidech odpovidajicim skute¢nym signdlnim sekvencim byla
popséna amfifilni a-helikalni struktura signalni sekvence [63, 64].

Schopnost signalnich sekvenci tvofit amfifilni a-helix je velmi vyznamna
skute¢nost. a-helixy sekvenci substrati MPP maji na jedné strané exponovany
hydrofobni aminokyseliny a na strané druhé aminokyseliny kladné nabité. Tato
schopnost se projevuje prokazatelné pfinejmen$im b&hem transportu
proteinového prekurzoru do mitochondrie, nebot' v okamzZiku kontaktu signalni
sekvence sTOM komplexem, respektive scytosolickou doménou jeho
podjednotky Tom20, je sekvence v konformaci a-helixu [65, 66]. Tvorba a-helixu je
podminéna pfitomnosti hydrofobniho prostfedi, které podjednotka Tom20 vytvai
expozici svych nepoldrnich a hydrofobnich zbytkiéi aminokyselin do Zlabku, kde
dochézi k vlastni interakci se signalni sekvenci (Obr. 7). Zda se, Ze nepolarni
prosttedi mitochondridlnich membran pak dale tento a-helix stabilizuje. Na

zakladé predchazejicich experimentdlnich vysledk nasi skupiny pak
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pfedpokldddme, Ze a-helix signdlni sekvence se uplatiluje pravdépodobné téz
v prvotnim kontaktu s a-podjednotkou MPP v tzv. glycinovém misté [67].

Obr. 7 Interakce podjednotky Tom20 se
signdlni sekvenci. Model cytosolické domény
podjednotky Tom20 TOM komplexu s interagujici
sekvenci v konformaci amfifilniho a-helixu. Signalni
sekvence se vaZe svou hydrofobni stranou (1) do
hydrofobniho Zlabku (3), pfi¢emZ pozitivné nabita
strana sekvence (2) je orientovdna na opacnou
stranu. Model vytvofen na zdkladé NMR [65]
potvrzen krystalovou studif [66].

Studie, které se zabyvaly sekundérni strukturou signélnich sekvenci,
ukazaly, Ze signalni sekvence tvofi a-helixy s rGznym stupném flexibility, ktera
rozhoduje o tom, zda sekvence bude odstépena nebo ne. Ukazalo se, Ze
prekurzory s helixy dlouhymi a stabilnimi nejsou substraty MPP, zatimco kratké
(s maximalné tfemi ot4d¢kami) a nestabilni naopak podstupuji proteolytickou
upravu mitochondridlni ,processing” peptidasou. Upravovany jsou téz
prekurzory se dvéma, piipadné vice, kratkymi a-helixy od sebe oddélenymi
kratkym flexibilnim ,linkerem” tvofenym zbytky glycinu a/nebo prolinu [63, 68].

Ukazalo se, Ze signélni sekvence je v aktivnim centru MPP vazéna
v rozvolnéné formé, nikoli v konformaci a-helixu (Obr. 10) [60]. Pftedpokladame,
Zze k preméné z konformace a-helixu do rozvolnéné formy dochézi b&hem
vtahovani signélni sekvence do aktivniho centra, pti¢emZ tato pfeména je spojena
se vzajemnym pohybem domén a-podjednotky [69]. Ptili§ stabilni a-helix tak
muZe pfedstavovat velkou konformadni bariéru, kterd brani prechodu do

rozvolnéné konformace.

Lze shrnout, Ze aby protein byl substratem MPP, potfebuje jednak krétky
flexibilni amfifilni a-helix, a tomu odpovidajici primérni strukturu. Kazd4 z téchto
vlastnosti se projevuje v jiné fazi. Zatimco helikalni struktura se zfejmé uplatiiuje
pfi prvotnim kontaktu s MPP, tak primarni struktura rozhoduje o vlastni

proteolyze v aktivnim centru.
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2.4 Signalni peptidasy mitochondrialniho typu

Zatimco mitochondrialni , processing” peptidasa je studovana od 80. let a jedna se
jiz o relativné dobfe prostudovany enzym, tak u hydrogenosomaélni , processing”
peptidasy je tomu presné naopak. Uroveti nageho poznani HPP je oproti MPP
nesrovnatelné niZ8f, a proto bude v této kapitole MPP popsédna detailné, zatimco

HPP pouze stru¢né.

2.4.1 Mitochondrialni ,processing” peptidasa
2.4.1.1 ap-dimer

Mitochondrialni , processing” peptidasa byla poprvé izolovana z Neurospora crassa
[70], Saccharomyces cerevisiae [71] a krysich jater [72], pozdéji pak z rajcete [73],
hovézich jater [57] a $penétu [74], jako heterodimer o velikosti 100-110 kDa. MPP je
stabilni jako dimer, nicméné podjednotky (a, ) MPP mohou byt béhem purifikace
separovany. Podjednotky samy o sob& proteolytickou funkci v8ak nemaji [75].

Katalytické centrum enzymu se nachazi v dutiné tvotené obéma podjednotkami.

MPP purifikovanéd z rGznych organismt vykazuje maximalni aktivitu pfi
pH 7-8, pti niz8ich hodnotach pH dochézi k inaktivaci enzymu, stejné jako po
pfidani EDTA nebo o-fenantrolinu. K obnoveni aktivity pak dochédzi p¥idanim
ionth Zn?*, Co** a Mn?* [76-78]. Ackoli prvotné nebyl Zadny kovovy ion
asociovany s MPP detekovan, pozdéji bylo zjisténo, Ze MPP obsahuje ion Zn?*
v aktivnim centru (Obr. 9-B) [79].

Podjednotky MPP vykazuji ~20-30% homologie mezi sebou [80, 81] a
vyznamnéd je téZz homologie podjednotek MPP mezi rGznymi organismy.
V sekvenci a-MPP S. cerevisiae, N. crassa a krysy byla nalezena ~36% identita [75].
Pro B-MPP je procento homologie jesté vétsi a &ini ~45-52% mezi potkani, S.
cerevisize a N. crassa podjednotkou [70, 80], coZ odraZi rozdilné funkce obou

podjednotek.
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Obr. 8 Mitochondridlni ,processing”
peptidasa. Struktura na zékladé
rentgenostrukturni analyzy. 1 - glycinové
misto; C zna¢i C-konec fet&zce. Obrazek
prevzat z [60].

2.4.1.2 B-podjednotka

Z2NMz

V B-podjednotce jsou lokalizovany aminokyseliny vézici zinek (Obr. 9-A), které
vytvareji plné konzervovany motiv H-X-X-E-H-X76-E (Obr. 9-B). Tento motiv je
pfitomen ve v8ech dosud znamych 3-MPP.

Nahrazeni jakéhokoli aminokyselinového zbytku v motivu vazajicim zinek
vedlo k dplné ztraté schopnosti vézat zinek a doslo tak ke kompletni ztraté
proteolytické aktivity MPP [82-84]. Vyznamnost t.ohoto motivu byla pozdé&ji
potvrzena krystalografickou studii, ktera ukazala, Ze ion zinku je koordinovan
dvéma histidilovymi zbytky a distalni glutamovou kyselinou, pti¢emZ proximalni
kyselina glutamové funguje jako zakladna pro molekulu vody, ktera se jako ¢tvrty

ligand koordinuje na ion zinku [60].

Srovnani sekvenci B-MPP izolovanych z rtiznych organismt dale ukézalo
nékolik konzervovanych kyselych aminokyselin (Asp, Glu), které se nachazeji na
a-helixu nasmérovaném do dutiny mezi podjednotkami. Tyto interaguijf
s bazickymi aminokyselinami signalni sekvence substratu a ziejmé se ucastni
vazby substratu v rozvolnéné konformaci, jak je tomu v ptipadé vazby signélni

sekvence v aktivnim centru MPP.
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Obr. 9 Aminokyseliny vazajici zinek v B-MPP. A - Srovnani sekvenci konzervovanych
aminokyselin v zinek-vazebném misté z riznych organismi. Konzervované zbytky jsou
zvyraznény c&erné, zinek-vazebné zbytky Sedé. a-MPP: 1—H. sapiens (Q10713); 2—R.
norvegicus (P20069); 3 — M. musculus (Q9DC61); 4 — D. melanogaster (AAF59168); 5—M. alba
(BAB62405); 6—D. glomerata (AAG42149); 7-S. tuberosum (P29677); 8—A. thaliana
(AAK59675); 9—O. sativa (BAB55500); 10— N. crassa (P23995); 11—S. pombe (CAA22672);
12—S. cerevisiae (P11914); 13— B. emersonii (AAB50243); 14—T. gondii (AAF00541). B-MPP:
15—H. sapiens (O75439); 16 —R. norvegicus (Q03346); 17 — M. musculus (QICXT8); 18—C.
elegans (CAA92566); 19—S. tuberosum (B48529); 20—O. sativa (BAB39420); 21 —C. melo
(AAKO07827); 22— N. crassa (P11913); 23 —L. edodes (AAD37722); 24—S. pombe (CAB66443);
25—S8. cerevisiae (P10507); 26 —B. emersonii (AAC63093). Core I proteiny: 27 —B. taurus
(P31800); 28—S. tuberosum (AAB28041); 29— S. cerevisiae (P07256). V zavorce jsou uvedeny
GenBank ptistupové klice. Obrazek ptevzat z [41]. B - struktura zinek-vazebného motivu
zaloZena na rentgenostrukturni analyze, obrazek pfevzat z [60].
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2.4.1.3 a-podjednotka

Celkovd mezidruhovd homologie a-podjednotek je ni%8i neZz v ptipadé
podjednotky katalytické, nicméné vysoce konzervovanym motivem viem a-MPP
je tzv. glycinové misto (Obr. 10), které se nachazi u vstupu do dutiny, kterou
vytvati spole¢né a- a B-podjednotka (Obr. 8) [60].

Glycinové misto je vlibec nejkonzervovanégj$i sekvenci aminokyselin
a-podjednotky (téméf absolutné konzervovanou mezi nejraznéj$imi organismy) a
je esencidlni pro funkci MPP [85]. Tato smy¢ka muZe na prvni pohled branit
vstupu substratu do aktivniho centra MPP, nicméné bylo ukdzano, Ze substituce i
delece zbytki aminokyselin, at’ uz ¢aste¢na (A289-291) nebo delece celé smycky,
v této oblasti maji za nésledek vyznamny pokles afinity enzymu k substratu, a téz
pokles proteolytické aktivity [85, 86]. Zd4 se tedy, Ze glycinova smyc¢ka funguje
jako vyznamny flexibilni element zahrnuty v rozeznavéni a vazbé substrat
a/nebo uvoltiovani produktt proteolyzy z katalytického centra enzymu. Dalece
aminokyselinovych zbytkd v této oblasti mély za nésledek vyznamny pokles

proteolytické aktivity u substrat s delsimi sekvencemi [69].

Oproti p-podjednotce ma a-podjednotka volné&jsi tercidrni strukturu. Pti
vazbé substratu dochazi k vzajemnému pohybu domén a-MPP [69], které je tfeba
urditym zpusobem stabilizovat. Zda se, Ze timto stabiliza¢nim elementem by mohl

byt C-konec a-podjednotky.

P
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Obr. 10 Srovnéni sekvenci konzervovanych aminokyselin v glycinovém misté
z riznych organismi. Konzervované zbytky jsou zvyraznény Cerné, glycinové misto
Sedé. Obrazek ptevzat z [41].
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2.4.1.4 Evoluéni souvislosti

Lokalizace MPP v mitochondrii se 1i8f dle druhu organismu. Napiiklad u savci a
kvasinky je MPP lokalizovana v matrix [71, 73, 75], u N. crassa [70], Euglena a
Potylomella [87] je P-podjednotka zakotvena ve vnitfni mitochondridlni membrané
na matrixové strané jako sou¢ést bci komplexu dychaciho fetézce. Soucasti tohoto
komplexu mohou byt také obé podjednotky [74, 88-90], jak je tomu naptiklad u
$penétu nebo pSenice.

»~Core 1” podjednotka bc; komplexu je homologni s p-podjednotkou MPP
(B-MPP), ,core II” pak sa-podjednotkou (a-MPP). Spojeni aktivity
mitochondriélni ,processing” peptidasy s bc; komplexem ve vnittni membréné
mitochondrie bylo nejprve povaZovéano za vlastnost typickou pouze pro peptidasu
rajcat, ale pozdé&jsi studie ukazaly, Ze tato vlastnost je obecnou vlastnosti MPP
vSech fotosyntetizujicich rostlin [73, 74, 91]. Urostlin je tedy MPP integralni
soucasti komplexu redukujictho cytochrom c v dychacim fetézci a pIni dvé funkce
zarover [92].

U nékterych organismiti (kvasinka, savci) doslo kfunkénimu
i fyzickému oddéleni mitochondridlni , processing” peptidasy od bci komplexu,
nicméné tzké evolucni souvislost je mezi nimi zfejm4, jak ukazuje préace [93], kdy
byly z mitochondrii hovéziho srdce izolovany ,core I a ,core II” podjednotky
bci komplexu. Tyto podjednotky samy o sobé nevykazovaly Zadnou
proteolytickou aktivitu (podobné jako samostatné podjednotky MPP), ale po jejich
mirné denaturaci zménou reakéniho prosttedi a nasledném smiseni byla
proteolyticka aktivita pozorovédna, pfifemZ maxima této aktivity bylo dosaZeno

smisenim podjednotek ,core I a ,,core II” v molarnim poméru 1:1.

Byl vytvoten model odréazejici tyto skute¢nosti [94]. Casné v evoluci se
mitochondriélni , processing” peptidasa zacala vyvijet z bakterialni proteasy a
stala se soucasti bci komplexu (stav v soudasnosti typicky pro rostliny).
V nékterych organismech (S. cerevisiae, savci) se pozdéji podjednotky MPP oddélily
od bci komplexu (pravdépodobné v disledku duplikace jednoho nebo dvou

genu), coZ témto organismim dovolilo nezéavislou regulaci proteolytické upravy
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do mitochondrie transportovanych proteini a dychaciho fetézce. Situace
v N.crassa tedy reprezentuje jakysi mezistav vtomto procesu. Pavodni
podjednotky (core I a core II) zistaly soucasti bci komplexu ze strukturédlnich
divodu - staly se nezbytné pro funkci tohoto komplexu. Bifunk¢ni role bci
komplexu rostlin tedy predstavuje situaci, kterd byla kdysi spole¢na

mitochondriim v3ech organismu [95].

2.4.1.5 Mechanismus funkce

Shrnuti poznatki a vytvofeni pracovni hypotézy

S tim, jak se roz8ifovaly znalosti o struktute MPP a o struktute signalnich sekvenci,
vyvijely se i modely mechanismu proteolytické tpravy. V soucasnosti, kdy je
znama krystalova struktura enzymu a komplexu enzym-substrat [60], je proces
vlastni proteolyzy velmi dobfe popsdn, nicméné stile zustdva nejasny
mechanismus prvniho kontaktu enzymu se substratem, ddle pak mechanismus
jeho ,nasmérovani” do dutiny mezi podjednotkami a téz zlstavd nejasny

mechanismus uvoliiovani produkta proteolyzy z aktivniho centra.

Interakce substratu s a-podjednotkou zpusobi vzajemny pohyb jejich obou
domén. Mira tohoto pohybu je dana délkou signalni sekvence, jak bylo prokazano
méfenim tryptofanové fluorescence a-MPP v pfitomnosti substratu [69]. Toto
spole¢né s nezbytnosti glycinového mista [85] naznacuje, Ze mistem prvotniho

kontaktu je glycinové misto a-podjednotky.

V glycinovém misté se nachazi nékolik hydrofobnich aminokyselin, které
jsou exponovany na povrch. To naznatuje vyznam glycinového mista a moZny
mechanismus rozpoznavani substrat, nebot hydrofobni aminokyseliny obvykle

byvaji v disledku hydrofobniho efektu nasmérovéany do nitra proteinu.

Glycinova smy¢ka tak muZe interagovat s hydrofobnimi rezidui signalni
sekvence obdobné jako hydrofobni zéliv na povrchu Tom20 [65, 66, 96]. Zde se
uplattiuje schopnost signalnich sekvenci vytvaret nestabilni amfifilni a-helix, ktery

funguje jako rozpoznévaci element pfi transportu proteinového prekurzoru ptes
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vnéj8i membranu mitochondrie a zd4 se, Ze podobny mechanismus by mohl

fungovat i béhem prvotniho kontaktu signélni sekvence substratu s MPP.

Ptedpokladame, Ze v dusledku interakce se signdlni sekvenci dochazi ke
konforma¢ni zméné a-podjednotky, konkrétné glycinové smycky [67], a Ze tak
dochézi ke vtahovéni signélni sekvence do dutiny mezi podjednotkami. Signélni
sekvence je nasledné soucinnosti obou podjednotek zataZena do polarni dutiny
enzymu a orientovdna patficnymi aminokyselinovymi zbytky tak, aby doslo v
dutiné k jeji fixaci. Béhem vtahovani do dutiny dochazi k hleddni strukturnich
elementd v primdrni struktufe signalni sekvence a ta je nakonec uchycena
v rozvolnéné konformaci tak, Ze misto proteolyzy se nachazi v blizkosti motivu

vézajiciho zinek (Obr. 11).

Jakmile je signélni sekvence uchycena odpovidajicim zptisobem v aktivnim
centru, dojde k vlastni proteolyze za tcasti iontu zinku a nativni protein uvolnény
z dutiny MPP nabyva v matrix mitochondrie za tcasti chaperontt své nativni
konformace [37]. Odstépend sekvence je pak enzymoveé degradovana v matrix [97].
Ptesny mechanismus uvoliiovani produkta zaktivniho centra neni znam,

predpoklada se v8ak opét ucast glycinového mista a-podjednotky.

Obr. 11 Signalni sekvence v aktivnim centru MPP. Dva rtizné orientované pohledy. Model
na zakladé rentgenostrukturni analyzy [60].
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2.4.2 Hydrogenosomalni , processing” peptidasa

Podobné jako v pfipadé proteinti transportovanych do mitochondrie, tak téz
proteiny transportované do hydrogenosomil nesou na N-konci signélni sekvence
aminokyselin, které jsou nasledné specificky odstépovédny hydrogenosomalni
~processing” peptidasou [98]. Mitochondridlni a hydrogenosomalni signélni
sekvence maji podobné rysy v primdrni struktufe [41, 99], ptiCemZ typickymi
znaky hydrogenosomaélnich signélnich sekvenct jsou:

* arginin v pozici -2 nebo -3,

* Jeucin v pozici +2,

" asparagin nebo phenylalanin v pozici -1 vzhledem kmistu

proteolyzy a kone¢né

= ptitomnost hydrofobnich a hydroxylovanych aminokyselin.

Patrnym rozdilem mezi hydrogenosomalnimi a mitochondridlnimi
signalnimi sekvencemi je v8ak jejich délka: 5-14 u hydrogenosomalnich a

obvyklych 20, ale aZ dokonce 80 u mitochondrialnich signalnich sekvenci.

Existuje pouze jedna jedind publikace, jejiz autoti charakterizovéli 47kDa
velkou metalopeptidasu z hydrogenosoma Trichomonas vaginalis (HPP) [100]. Tato
peptidasa obsahuje motiv vézajici zinek H-X-X-E-H-X7-E, ktery je typicky pro
vSechny B-MPP. Brown a kol. [100] v8ak uvéadé&ji, Ze na rozdil od MPP je tato
peptidasa schopnd in vitro odStépovat signalni sekvence preproteinu
transportovanych do matrix hydrogenosoma jako 100 kDa velky dimer -
podjednotek. In vivo HPP téZ tvoii 100 kDa velky pp-dimer.

Fylogenetickd analyza ukazuje na spoleény ptvod HPP a P-MPP a
publikované data naznacuji, Ze genova duplikace dala vzniknout a- a B-MPP jesté

pred divergenci T. vaginalis od organismi nesoucich mitochondrie.

Brown a kol. [100] navrhuje, Ze délka signélni sekvence je v korelaci s
podjednotkovym sloZenim pfislusnych peptidas. Konkrétné, Ze delsi
(mitochondriélni) signalni sekvence vyZaduji u signalni peptidasy ptitomnost a- a
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B-podjednotky (MPP), zatimco pro kratsi signalni sekvence (hydrogenosomalni) je
dostacujici pfitomnost p-podjednotek (HPP).

Nicméné sekven¢ni data ukazuji na pftomnost hydrogenosomélniho
proteinu T. vaginalis s vysokou homologii s a-MPP, zvlasté pak v oblasti glycinové

smycky.
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3.CILE PRACE

Cilem této prace bylo ptispét kpoznani struktury a funkce

hydrogenosomalni a mitochondriélni ,, processing” peptidasy.
Konkrétni cile byly nasledujici:

1. purifikovat hydrogenosomalni , processing” peptidasu

2. pripravit substrat pro hydrogenosomalni , processing” peptidasu

3. charakterizovat podminky pro aktivitu hydrogenosomalni
~processing” peptidasy

4. charakterizovat interakce podjednotek mitochondriélni a
hydrogenosomalni , processing” peptidasy

5. pomoci metod molekulérni dynamiky studovat mechanismus
rozpoznavani substratt mitochondriélni , processing” peptidasou a

mechanismus vtahovani substratu do aktivniho centra

Tato prace byla vypracovdna v Laboratofi biologie sekundarnich
metabolitt Mikrobiologického tstavu Akademie véd Ceské republiky, kde se
provadi vyzkum mechanismu rozpoznévani substratd mitochondridlni a

hydrogenosomalni , processing” peptidasou jiz delsi dobu.
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4. EXPERIMENTALNI{ CAST

4.1 Materialy
4.1.1 Bakterialni kmeny

JM109 (Stratagene)

e14-(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(rx my*) supE44 relA1 A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB
lachZAM15]

Kmen E. coli pouZity jako recipientnf kmen pro transformaci plazmidy (pro izolaci

plazmidové DNA, transformace teplotnim Sokem nebo elektroporaci).

BL21(DE3) (Novagen)
F-ompT [lon] hsdSg (rg- mp") gal dcm
Kmen E. coli s profdgen A nesoucim gen pro T7 RNA polymerasu (DE3) byl

transformovan plazmidem pGroESL a pouZit pro heterologni expresi protein.

4.1.2 Kvasinkové kmeny

EGY48 (Clontech)
MATa, ura3, his3, trpl, LexAopne)-LEU2

Kmen S. cerevisiae pouZity jako recipientni kmen pro kvasinkové plazmidy pro
testovani proteinovych interakci. Je deficientni v produkci histidinu, leucinu,

tryptofanu a uracylu.

4.1.3 Vektory

Vektory odvozené od pJAKO
pJAKO je klonovaci vektor pfipraveny v nasf laboratofi (J. Janata, J. Kopecky). Jde
o pBluescript I KS+ (Stratagene) s modifikovanym polylinkerem, ktery obsahuje
napf. restrikéni mista Ndel a Ncol, které usnadiiuji pFenosy inzert
mezi pouZivanymi klonovacimi a expresnimi vektory. Obsahuje gen pro rezistenci
k ampicilinu. UmoZituje tzv. modrobilou selekci klonit nesoucich rekombinantni
plazmid.

* JATV - nese gen pro a-HPP (vloZen do mist Ncol, Xhol).

* JBTV - nese gen pro B-HPP (vloZen do mist EcoRI, Xhol).

* pJAKYA - nese gen pro a-MPP (vloZen do mist Ncol, Xhol).
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* pJAKYB - nese gen pro p -MPP (vloZen do mist Ncol, Xhol).

Vektory odvozené od pGEM-T Easy (Promega)
pGEM-T Easy jsou konven¢ni vektory pro klonovani PCR produkt.

* GAKTV - nese gen pro prekurzor hydrogenosomalni adenylatkinasu
(pAK) T. vaginalis (vloZen do mist Ndel, Xhol) a gen pro rezistenci k
ampicilinu. Konstrukt byl ptipraven ve skupiné Doc. Tachezyho.

Expresni vektory pET (Novagen)
Série expresnich vektorti, v nichZ je exprese pod kontrolou T7 promotoru. Nesou

gen pro rezistenci (kanamycin, ampicilin).

Odvozené vektory:
* PATV - nese gen pro a-HPP v pET28b (vloZen do mist Ncol, Xhol), nese
rezistenci pro kanamycin.
* PBTV - nese gen pro 3-HPP v pET42b(+) (vloZen do mist Ndel, Xhol), nese
rezistenci pro kanamycin.
* PBTVB - nese gen pro $-HPP s His-kotvou (6x His) na C-konci (vloZen do
mist Ndel, Xhol) v pET42b(+), nese rezistenci pro kanamycin.

pGroESL (Du Pont)
Tento plazmid nese geny groES a groEL a chloramfenikolovou rezistenci.

UmoZiiuje nadprodukci proteintt GroES a GroEL v E. coli.

Kvasinkové vektory (Clontech)

Série vektortt pouZitych pro testovani proteinovych interakci.
* p8op-lacZ - nese lacZ reportérovy gen pod kontrolou osmi lexA operatort
a minimdlni TATA oblast z GALT promotoru. Obsahuje selekéni URA3
marker.
*» pLexA - tento vektor je pouZivan pro pfipravu faznich proteini
zkoumaného proteinu a DNA-vazebného proteinu (202 AK dlouhy LexA
protein). Exprese je kontrolovana silnym kvasinkovym ADHI promotorem

a obsahuje selekéni HIS3 marker.
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* pB42AD - tento vektor je pouZivan pro ptipravu faznich proteint

zkoumaného proteinu a 88AK dlouhé aktivaéni domény. Exprese je pod

kontrolou inducibilniho GAL1 promotoru a obsahuje TRP1 selekéni marker.

* pLexA-Pos, pLexA-53, pLexA-Lam a pB42AD-T je série kontrolnich
vektor odvozenych od pLexA nebo pB42AD vektoru.

4.1.4 Chemikalie

1,3-bis[tris(hydroxymethyl)methylamino]propan Sigma
propan
2’-deoxynukleosid-5’-trifosfatova smés dNTP Top-Bio
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova HEPES American
kyselina Bioanalytical
5-bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid X-gal Serva
adenosin-5"-trifosfat ATP Sigma
agar Oxoid
agar kvasinkovy Clontech
agarosa Promega, Serva
akrylamid AA Bio-Rad
aminokyseliny
ampicilin amp Serva
bromfenolova mod¥ BPB Bio-Rad
Coomasie Brilliant Blue R250 CBB
D-glukosa Glc Lachema
dodecylsulfat sodny SDS Serva
etanol EtOH Lachema
ethidium bromid EtBr
ethylendiamintetraacetat EDTA
glycerol Merc
chloramfenikol Cm Serva
imidazol
isopropanol Lachema
isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid IPTG Sigma
kanamycin kan Serva
lithium acetat LiAc Sigma
mocovina Sigma
N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin TEMED Serva
N,N’-methylen-bisakrylamid bisAA Bio-Rad
NazHPO4.7H20 Sigma
NaH:PO, Sigma
peroxodisiran sodny APS Sigma
rafinosa Raf Sigma
siran amonny Sigma
tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris Serva
Triton X-100 Sigma
trypton Difco

Dal$imi pouzitymi chemikéliemi byly béZné dostupné latky analytické ¢istoty.
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4.1.5 Enzymy
* restrik¢ni endonukleasy Ndel, Xhol, EcoRI (New England Biolabs)
* T4 DNA ligasa (New England Biolabs nebo Fermentas)

* alkalicka fosfatasa CIP (New England Biolabs)
* RNAsa A (Fermentas)

4.1.6 Pufry a roztoky

Obecné pufry a roztoky:

TE pufr - 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0

TE1 pufr - 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0

1x TAE pufr - 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0

10x DNA vzorkovy - 40% sacharosa, 0,25% BPB, 10 mM Tris-HCl, 50 mM
EDTA, pH 8,0

40% glucosa, sterilizace filtraci

40% galaktosa + 20% rafinosa, sterilizace filtract

10x BU  -70g.]"! Na2HPO4.7H20, 30g.I'1 NaH2PO4

IPTG -100 mM IPTG

Rizné pufry lisici se hodnotou pH (6,0 - 9,0) a koncentraci NaCl (0-500mM):
- pro pH 7,6-8,6 20 mM Tris
- pro pH 7,0-8,0 50 mM HEPES
- pro pH 6,2-7,2 a 8,6-9,6 20 mM bis-Tris propan

denatura¢ni pufr - 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 8 M mocovina, pH 7,4
Roztoky antibiotik:
- ampicilin - 100 mg.ml-! (1000x)

- kanamycin - 30 mg.ml-! (1000x)
- chloramfenikol - 34 mg.ml-! (1000x)

Pro izolaci plazmidové DNA alkalickou lyzi z E. coli:
-roztok I - 25 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM glukosa, 10 mM EDTA
-roztok II -1 ml10% SDS, 1 ml 2 M NaOH, 8 ml H.O

- ptipravovat vidy erstvy

-36 -



Experimentdlni cdst
-roztok III -3 M CHsCOOK pH 4,8
- pH upravovat ledovou CH;COOH

Pro pfipravu kompetentnich bunék E.coli:
médium A - LB medium; 0,2% glukosa; 10mM MgSO4
médium B - LB medium; 36% glycerol; 12% PEG 7500; 12mM MgSO4

- sterilizace filtraci

Pro elektroforézu (SDS-PAGE):
startovaci gel (3%) -0,45m140% AA/ 1,7% bisAA
- 0,625 ml 1 M Tris-HCl pH 8,9
- 0,125 ml 4% SDS
- 3,5 ml H:O
-10 p1 30% APS
-10 pl TEMED
rozdélovaci gel -Xml40% AA/ 1,7% bisAA
- X=3,5 pro 7% gel
- X=5 pro 10% gel
- X=6 pro 12% gel
-4 ml 1,875 M Tris-HCl pH 8,9
-0,5ml 4% SDS
- (15,5-X) ml H.O
-20p1 30% APS
- 20 pl TEMED
10x elektrodovy pufr - 30 g Tris, 144 g glycin, 10 g SDS, doplnit H2O do 11
2x SDS vzorkovy pufr - 6,25 ml 1 M Tris-Cl pH 6,8
-25ml 4% SDS
-10 ml 98% glycerol
- 2,5 ml merkaptoethanol
-1 mg BPB
- 6,25 ml H,O
fixa¢ni roztok -10% CH3COOH, 10% isopropanol
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barvici roztok -10% CH3COOH, 10% isopropanol, 0,25% CBB
odbarvovaci roztok  -10% CH3;COOH, 10% CH3;OH

Pro transformaci S. cerevisiae:

nosi¢ova DNA z pohlavnich Z]14z sledé - 10mg.ml-1

50% PEG 4000

100% DMSO

10x TE - 0,1M Tris-HCl, 10mM EDTA, pH 7,5

10x LiAc - 1M lithium acetét, pH upravit kyselinou octovou na hodnotu 7,5

Pro metaloafinitni purifikaci:

0,1M NiSO4

4.1.7 Kultiva¢ni média a agary

LB médium - 10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl, H>O do
1000 ml, pH 7,5

LB agar - 1000 ml LB médium, 15 g agar

SOC médium - 2 g trypton, 0,55 g kvasni¢ny extrakt, 1 ml 1 M NaCl,
0,25 ml 1 MKC], 1 ml 2 M Mg?*, 1 ml 2 M glukosa, H20 do
100 ml, pH?7

YPD médium - 20g Difco pepton, 10g kvasni¢ny extrakt, 950ml HO,

pH 5,8, autoklavovat a poté ptidat 50ml 40% glucosa
YPD agar - 11 YPD médium, 20g kvasinkovy agar

SD médium - 6,7g , yeast nitrogen base” bez aminokyselin, 850ml H2O,
100ml 10xDO, pH 5,8, autokldvovat a poté pfidat 50ml
40% glucosa

SD agar - 11 SD médium, 20g kvasinkovy agar
SD indukéni agar - 6,7g ,yeast nitrogen base” bez aminokyselin, 850ml H2O,
100ml 10xDO, 50ml 40% galaktosa + 20% rafinosa, 100ml
10x BU, 4ml 20mg.ml! X-Gal
10x DO - v roztoku chybfi jedna nebo nékolik sloZek:
- Lrisoleucin 300mg 1"
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- L-valin 1500mg.11
- L-adenin hemisulfat 200mg.1*
- L-arginin HCI 200mg.11
- L-histidin HCl monohydrat 200mg.11
- L-leucin 1000mg.11
- L-lysin HCI 300mg.1"
- L-methionin 200mg.I
- L-fenylalanin 500mg.1*
- L-threonin 2000mg.11
- L-tryptofan 200mg.11
- L-tyrosin 300mg.11
- L-uracil 200mg 1"

4.1.8 Komer¢ni soupravy
Izolace plazmidové DNA
Pro izolaci DNA z bakteridlni kultury byly pouZivany nasledujici soupravy:
- DNA Purification System Midipreps (Promega)
- DNA Purification Systém SV Minipreps (Promega)
Pro ptedistovani DNA (izolace z agarosového gelu po elektroforéze, vyména
pufri pro restriktasy) byly pouZivany nasledujici soupravy:
- SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
- DNA Clean-Up System (Promega)

Standardy molekulovych hmotnosti
agarosové elektroforéza DNA - ,1 kb Plus DNA ladder” (Gibco), ktery obsahuje

20 fragmentit DNA od 100 bp do 12000 bp
Pfi naneseni 5 pl obsahuje fragment o velikosti 1650 bp 40 ng DNA, ¢ehoZ bylo

vyuZivano pfi pfibliZném odhadu mnoZstvi a koncentrace vzorku.

SDS-PAGE elektroforéza - SDS-PAGE Calibration Kit (Pharmacia Biotech),
obsahuje Sest proteinii o molekulovych hmotnostech 94; 67; 43; 30; 20,1 a

14,4 kDa.
Pfi naneseni 10 pl pfedstavuje standard o velikosti 67 kDa 1 pg proteinu, ¢ehoZ bylo

vyuZzivéano pfi pfibliZném odhadu mnoZstvi a koncentrace vzorku.
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4.1.9 Software
PyMOL
Pro vizualizace proteinovych struktur a pro stavbu modelt pro molekuldrni

dynamiku byl pouZivan program PyMOL verze 0.99 (DeLano Scientific).

Clone
Pro vytvafeni map jednotlivych rekombinantnich vektort byl pouZivédn program
Clone verze 4.01 (Scientific and Education Software).

DNAStar
Pro praci se sekvencemi byly pouZivany programy Edit Sequence a Seqman

z balicku DN AStar verze 4.03.

AMBER
Pro molekularni dynamiku byl pouZivan program AMBER verze 8 nebo 9 (The
Scripps Research Institute).

VMD
Pro vizualizaci a analyzu vysledk molekuldrni dynamiky byl pouZivédn program

VMD Molecular Graphics verze 1.8.5.

EndNote
Pro préaci scitacemi p¥i sepisovani této prace byl pouZivan program EndNote

verze 9 (Thomson).
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4.2 Metody
4.2.1 Prace s burnitkami

4.2.1.1 Kultivace E. coli

V3echny pouzité kmeny E. coli byly kultivovany na LB agaru p¥i teploté 37 °C. Pro
selekci bunék nesouci poZadovany plazmid byly do LB agaru (p¥i ochladnuti na
55 9C) pridany roztoky odpovidajicich antibiotik. Pro selekci bun&k nesouci
plazmid pJAKO ¢i konstrukty od né&j odvozené byl pf¥idan ampicilin, pro selekci
bunék nesouci konstrukty plazmid@ odvozenych od pET28b nebo pET42b(+) pak

kanamycin a pro selekci bunék nesoucich plazmid pGroESL chloramfenikol.

Kultivace pro zpracovani bunék probihala v LB médiu s p¥isluinym
antibiotikem (stejnym jako v pfipadé kultivace na LB agaru) na rota¢ni ttepacce

pfi 200 ot.min! a 37 °C po dobu 12 aZ 18 h.

4.2.1.2 Kultivace S. cerevisiae

Buriky kmene EGY48 byly kultivovdany na YPD agaru nebo na SD agaru s
glukosou bez ur¢itych aminokyselin (to v pfipadé, Ze buriky nesly néktery
plazmid/né&které plazmidy) pti 30 °C zpravidla po dobu 2-5 dni. Pro testovani
interakci studovanych proteinti byly buriky péstovany na selekénim SD agaru

s pufrovacimi solemi a s galaktosou a rafinosou jako zdrojem energie.

4.2.1.3 Priprava kompetentnich bunék E. coli

250 ml média A bylo inokulovano pfes noc produkovanou bakteridlni kulturou
tak, aby vyslednd ODsso byla ~0,1. Butiky byly déle kultivovany na rota¢ni
ttepadce pri 37 °C a 200 ot.min! do dosaZeni ODssp 0,6-0,8. V této fazi byla kultura
zchlazena 10 min na ledu a nésledné centrifugovéna pti 1500 g a 4 9C po dobu
10 min. Sediment byl opatrné resuspendovdn v Iml média A a nésledné bylo
ptidano 5 ml média B. Suspenze byla rozdé&lena na alikvoty po 100 ul, které byly
uchovavany pfi -70 °C.
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4.2.1.4 Piiprava kompetentnich bunék S. cerevisiae
Kompetentni buriky S. cerevisiae bylo potfeba vZdy pfipravovat ¢erstvé. 1 ml YPD
nebo SD média (v pfipadé, Ze buriky jiz obsahuji néktery z plazmidid) byl
inokulovan nékolika koloniemi (2-3 mm v priméru), butiky dtkladné
resuspendovény a suspenze pfevedena do 50ml YPD nebo SD média. Kultura byla
inkubovéna pti 30 0C a 250 ot.min"! pod dobu 16-18 hodin (,,overnight” kultura)

V dal8im kroku bylo inokulovano 300 ml YPD média ,,overnight” kulturou
tak, aby vysledna ODeoo = 0,2-0,3. Kulturu byla inkubovéna pti 30 °C a 230 ot.min!
po dobu 3 hodin (ODsw by méla byt 0,5 £0,1). Poté byla kultura centrifugovéna
v 50ml kultiva¢nich zkumavkéch (Falkon) pti laboratorni teploté a 1000 g po dobu
5 min. Sediment byl resuspendovdn ve 30ml TE pufru a suspenze opét
centrifugovéna. Sediment byl nakonec resuspendovan v1,5ml 1x TE/LiAc
roztoku, ¢imZz byla pfiprava kompetentnich bunék zakon¢ena a buiiky byly
pfipraveny k pouZitf po dobu 2-3 hodin.

4.2.1.5 Transformace bunék E. coli

Transformace teplotnim Sokem

P¥i transformaci teplotnim Sokem bylo k zmraZenému alikvotu kompetentnich
burtiek prfidano odpovidajici mnoZstvi plazmidové DNA (50 aZz 100 ng),
event. liga¢ni smési (15-20 pl) a suspenze byla inkubovana 30 min na ledu. Buriky
byla nésledné podrobeny teplotnimu Soku ve 42 °C po dobu maximalné
60 s a nasledné chlazeny v ledu po dobu 2 min. Ke smési byl pfidan 1 ml LB média
pfedehfatého na 37 9C a smés byla inkubovana ve vodni lazni 1 h p¥i 37 °C, coZ
zabezpetilo plnou expresi rezistence k antibiotiku. Buiiky byly kratce
centrifugovany na centrifuze, LB médium bylo odstranéno a butiky

resuspendovany ve zbyvajicich cca 100 pl LB média.

Nasledné byly buriky vysety na plotnu s LB agarem obsahujicim pfislusné
antibiotikum. Plotny byly inkubovény zpravidla po dobu 12 aZ 18 h p¥i 37 °C.
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Transformace elektroporaci
K zmrazenému alikvotu kompetentnich buriek bylo ptiddno 5 pl ligaéni smési
a suspenze byla ponechdna 20 min na ledu. Vlastni transformace probihala p¥i
300V, 32 pF a max mA. Elektrosok trval obvykle 1-2 s. Po elektro$oku byly butiky
pfeneseny do 1 ml chlazeného SOC média a ponechény po dobu 10 min na ledu.
Suspenze poté byla kultivovana 1-2 hodiny (2 hodiny pro transformaci liga¢ni
smési) na rota¢ni tfepacce pti 200 ot.min? a 37 0C.

Nasledné byly butiky vysety na plothnu sLB agarem obsahujicim
poZadované antibiotikum. Plotny byly poté inkubovany zpravidla po dobu 12 aZ
18 h p¥i 37 °C.

4.2.1.6 Transformace bunék S. cerevisiae

Byl pfipraven ¢erstvy PEG/LiAc roztok (8 ml 50% PEG 4000 + 1 ml 10x TE + 1ml
10x LiAc). Do zkumavky byly ptiddny poZadované plazmidy (100-200 ng od
kazdého) a 10 pul nosi¢ové DNA z pohlavnich 214z sledé, které byla nejdfive 20 min
vafena na vodni lazni a poté prudce zchlazena na ledu. Obsah zkumavky byl
dtkladné promichan a bylo pfidano 100 pl kompetentnich bunék. Suspenze byla
dikladné promichéna. Poté bylo ptidano 600 pl PEG/LiAc roztoku, suspenze byla
opét dikladné promichana inkubovéna p¥i 30 9C a 200 ot.min! po dobu 30 min.

K suspenzi bylo pfidano 70 pl DMSO a suspenze byla lehce promichéna.
Byl proveden teplotni ok ve 42 °C po dobu 15 min. Poté byla suspenze zchlazena
na ledu a krétce (5s) centrifugovana. Supernatant byl opatrné¢ odebrén a sediment

resuspendovan v 500 pl 1x TE pufru.

Na dvé& plotny (primér 100 mm) sSD agarem bylo vysevéni 200 pl
suspenze a 200 pl 10x zFedéné suspenze buriek. Plotny byly inkubovéany ve 30 °C
po dobu 2-5 dni (dokud kolonie nevyrostly do 2-5 mm v priméru).
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4.2.2 Prace s DNA

4.2.2.1 Izolace plazmidové DNA z E. coli

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi

Bakteridlni kultura (2 aZ 10 ml v zavislosti na druhu izolovaného plazmidu)
kultivovana pfes noc na rotaéni tfepacce pt¥i 37 °C a 200 otmin! byla
centrifugovana pti 3000 g po dobu 15 min za laboratorni teploty. Sediment byl
resuspendovéan ve 100 pl roztoku I a nésledné bylo p¥idéno 200 pl roztoku II
Suspenze byla opatrné promichdna pfevracenim. Nasledné bylo p¥idano 150 pl
roztoku III a suspenze byla opatrné promichana. Suspenze byla centrifugovéna p¥i

13000 g po dobu 15 min za laboratorni teploty.

K supernatantu byl pfidan 2,5 objemovy nasobek 96% ledového ethanolu a
roztok byl ponechdn 3 min na laboratornim stole. Nasledné byl roztok
centrifugovéan pti 13000 g po dobu 15 min za laboratorni teploty. Supernatant byl
odebrédn a sediment promyt 1 ml 80% ledového ethanolu. VysrdZzend DNA byla
oddélena opét centrifugaci a vysudena (45 9C, 2-8 min).

Sediment byl rozpustén v pozadovaném objemu (+ 30 pl) destilované vody
s RNAsou A (20 pg.ml1) pro degradaci RNA. Roztok DNA byl inkubovan 30 min

za laboratorni teploty a nakonec zmraZen ve -20 9C pro dalsi pouZiti.

Izolace plazmidové DNA pomoci komerénich souprav

Komeréni soupravy byly pouZivany v ptipadé, kdy bylo tfeba ziskat plazmidou
DNA v ¢istoté odpovidajici dalsimu pouZiti (restrikce, ligace). V3echny izolace
probihaly ve tfech stupnich. Nejd¥five bylo nutné buriky lyzovat a vysraZet vétSinu

proteintt a chromosomalni DNA.

Druhy krok spocival v dal$im ¢isténi plazmidové DNA vazbou na
~Sklenéné mléko” (Promega). P¥i pouZivani komer¢nich souprav byly dodrZovény

pokyny vyrobce.
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Izolace plazmidové DNA z agarosového gelu
Pro izolaci poZadovaného fragmentu z agarosového gelu po elektroforéze byla
pouzivana komer¢ni souprava SV Gel and PCR Clean-up System firmy Promega.

Byly dodrZovéany pokyny vyrobce.

4.2.2.2 Enzymové tupravy DNA

Restrikce DNA

Pfi préci s restrikénimi endonukleasami bylo vZdy postupovano dle doporudeni
vyrobce. Pro testovani pfipravenych konstrukti byl celkovy objem 10 az 20 pl, pro
pfipravu konstruktd az 100 pl. MnoZstvi pfidaného enzymu se obvykle
pohybovalo mezi 5-10 U na 1 pg DNA.

Ligace DNA

Pro ligace byl dodrZovan celkovy objem reakce 20 pl. Mezi vektorem
a fragmentem byl dodrZzovan molarni pomér 1:10-20. Byla pouZivdna T4 DNA
ligasa a do reakce bylo ptiddvdno ATP v kone¢né koncentraci 1 mM. Reakéni smés
byla inkubovéana 2-3 h pfi laboratorni teploté.

Defosforylace DNA

Defosforylace konct linearizovaného plazmidu by méla zabranit opétnému
spojeni jeho koncti za vzniku kruhové molekuly neobsahujici vkladany fragment.
Ktémto ucelim byla poZivana alkalickd fosfatasa CIP. Reakce probihaly pfti
teploté 37 0C po dobu jedné hodiny. Enzym a pufr byl odstranén komeréni

soupravou ur¢enou pro tyto ucely.

4.2.2.3 Agarosova elektroforéza DNA

Elektroforetické rozdélovani fragmentt DNA je zaloZzeno na rozdilné
pohyblivosti, resp. velikosti molekul DNA. Byl pouZivdn agarosovy gel
koncentrace od 0,8% do 2% v zavislosti na velikosti separovanych fragmentt a
pufr TAE (1x). Do gelu byl pfidavan ethidium bromid pro vizualizaci DNA pod
UV svétlem (kone¢né koncentrace cca 0,005%).
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Pfed nanesenim DNA byl ke vzorkiim p¥idan vzorkovy pufr v poméru cca

1:5. Elektroforéza probihala pfi 3-5 V na 1 cm délky gelu. Jako standard bylo
nanaseno 5 pl ,, 1 kb Plus DNA ladder”.

4.2.3 Prace s proteiny

4.2.3.1 Heterologni exprese proteinii

Heterologni exprese probiha v burikdch jiného organismu. Pro produkci
prekurzoru hydrogenosomaélni AK Trichomonas vaginalis byl pouZivan kmen E. coli
BL21(DE3), pro produkci a- a -podjednotek HPP T. vaginalis byl pouZivén ten

samy kmen s plazmidem pGroESL.

Byl pouZivan pET expresni systém (Novagen, Obr. 12). pET vektory jsou
konstruovény tak, Ze po ptidani IPTG se spusti syntéza T7-RNA polymerasy, jejiZ
gen se nachazi na chromosomu hostitelské buriky pod kontrolou lac operatoru. Ta
poté za¢ne transkripci zT7 promotoru na pET vektoru, za kterym je vloZen
studovany gen, ktery je navic téZ pod kontrolou lac operétoru. V hostitelské burtice
je dale ptitomen lac represor, ktery je kédovan téZ pET vektorem (brani expresi

vloZeného genu bez IPTG).

IPTG Induction .
coitm Y 17800 Obr. 12 Schéma exprese proteinu v
polymerase polymerase
: ! z. A

ﬂﬂ T7gme S \/l/} B pr eipreigim systému. Obrazek

'&,?T\N e L — Mgy, PIEVZA z [101].

: Iac promotet
M’:ltﬂ

E. coli genome

fcigene -

Pfes noc kultivované butiky na LB agaru (pfiddn kanamycin a
chloramfenikol pro selekci klonti s obéma plazmidy) byly smyty LB médiem a
bylo jimi inokulovédno LB médium s kanamycinem a p¥ipadné chloramfenikolem
tak, aby vysledna ODsso byla ~0,1. Kultura byla kultivovana obvykle pti 37 0C a
230 ot.min?! do dosaZeni ODsso 0,6-0,8. Bylo odebrano 5 ml (pro porovnani
indukované a neindukované frakce) a poté byl pfid.én roztok IPTG do vysledné
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koncentrace 0,4 mM. Kultivace probihala za stejnych podminek 1 hodinu a busiky
byly nasledné sklizeny centrifugaci 15 min p¥i 4000 g a 4 °C.

Buriky byly promyty dvakrat v pfislusném pufru (po kaZdém promyti
nasledovala centrifugace 3000 g, 4 °C, 10 min), resuspendovany v tomtéZ pufru a
sonikovany. Rozpustnd a nerozpustnad frakce byly oddéleny centrifugaci pfi
13 000 g, 4 °C po dobu 20 min. Exprese proteinu byla kontrolovéna elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu (SDS PAGE).

4.2.3.2 Proteinova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pro analyzu byla pouZivéna vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za
pfitomnosti SDS. Elektroforéza probihala vSDS elektrodovém pufru pfi
konstantnim napéti 180 V v zaostfovacim gelu (3%) a pti 280V v gelu

rozdélovacim.

Ke vzorkim (100 pl) byl pfidan SDS vzorkovy pufr a smés byla povatena
10 min. 20 pl takto pfipravenych vzorki bylo naneseno na gel spolu se

standardem molekulovych hmotnosti.

Pfed vlastnim barvenim byly gely 10 minut fixovany ve fixa¢nim roztoku.
Poté byly gely barveny 10 min vhorkém barvicim roztoku a né&kolikrat

odbarvovany horkym odbarvovacim roztokem.

4.2.3.3 Purifikace proteint z inkluznich télisek

Proteiny (a- a -HPP) byly exprimovény z pET vektort v butikdch BL21(DE3) a
pfed zpracovanim promyty pufrem (20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,6) a
resuspendovény v tomtéZz pufru. Suspenze byla nésledné sonikovéna 6x 10s za
stadlého chlazeni na ledu a poté centrifugovana pti 16000 g a 4 °C po dobu 30 min.
Sediment byl promyt tymZ pufru a centrifugace byla opakovana.

Kinkluznim téliskim byl pfidan denatura¢ni pufr v poméru 1:5 a
denaturace byla provadéna pfi 37 °C a 200 rpm po dobu 20 min. Nésledovala
centrifugace pfi 16000 g a laboratorni teplot¢ po dobu 30 min. Rozpusténé

proteiny v supernatantu byly renaturovany dialfzou pfes noc proti riznym
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pufrim (objem pufru byl minimédlné¢ 100x vice neZ objem supernatantu).

VysraZené proteiny byly poté odstranény centrifugaci pti 16000 g a 4 °C po dobu

30 min.
Vsechny kroky byly kontrolovany na SDS-PAGE.

4.2.3.4 Spojeni podjednotek a- a B-HPP

Pro testovani aktivity bylo tfeba spojit obé podjednotky HPP renaturované
z inkluznich télisek. a- a f-HPP byly smichdany v molarnim poméru ptiblizné 1:1
za pfitomnosti 10 mM MnClz. Smés byla ponechana 30 min na ledu a néasledné
centrifugovéana pt¥i 16000 g a 4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl zkontrolovan
na SDS-PAGE a poté byl pouZit pro testovani aktivity HPP.

4.2.3.5 Metaloafinitni purifikace proteint

Na N-konci faznich proteinti (pAK, f-HPP), produkovanych v rozpustné frakci, se
nachazi histidinova kotva (6x His), kterd umoZiuje jejich purifikaci pomoci
metaloafinitni chromatografie na kolonkach HiTrap Chelating s niklovou naplni
(Amersham Biosciences). Tato metoda vyuZivéa schopnosti histidinové kotvy véazat
se na nikelnaté ionty, které jsou prosttednictvim chelata¢niho ¢inidla neseny
Sepharosou v koloné. Navazany protein je poté uvolnén z vazby na kolonu pufry

se zvy$ujicimi se koncentracemi imidazolu.

Postupovali jsme dle pokyni vyrobce a jednotlivé frakce jsme analyzovali
na SDS-PAGE. Frakce obsahujici Zadany protein byly spojeny a néasledné
docistény gelovou chromatografii.

4.2.3.6 Gelova chromatografie
Po metaloafinitni purifikaci proteinii jsem ziskali sice ¢isté proteiny, av8ak frakce
obsahovaly vzdy vysoké koncentrace imidazolu. Gelova chromatografie byla

vyuzita pro odstranéni imidazolu. Odsoleni bylo vZdy spojeno s vyménou pufru.

Pouzivali jsem HiTrap Desalting (Amersham Biosciences) a postupovali dle

pokynii vyrobce. Frakce byly odebirdny po 1 ml a p¥itomnost proteinu ve frakcich
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byla testovdna na nitrocelulosové membrédné (Sigma; barveni Ponceau S;

odbarveni vodou). Pozitivni frakce pak byly analyzovany na SDS-PAGE.

4.2.3.7 Stanoveni aktivity HPP
Aktivitou HPP se rozumi schopnost od$tépit signalni sekvenci substratu. Hledani
podminek aktivity bylo jednim zcila této diplomové prace a jako pokusny

substrat byla zvolena adenylatkinasa.

Jako vychozi protokol byl zvolen protokol pro sledovani aktivity MPP:
309C, pufr obsahujici 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 7,4. Aktivita byla

sledovana po 2, 4, 8, 16 a 32 min reakce.

Aktivita HPP byla posuzovéna na zékladé vizudlni SDS-PAGE analyzy. Do
reakci bylo davano vidy stejné mnoZstvi substrdtu a enzymu. Reakce byla
ukon¢ena po 16 min pfiddnim 6x vzorkového pufru pro SDS-PAGE a néasledné
byla provedena SDS-PAGE analyza.

4.2.3.8 Stanoveni stability

Stanovenim stability se rozumi schopnost proteinu neagregovat (pAK) nebo
neztrécet aktivitu (HPP) pfi danych podminkach skladovani. Testovény byly
teploty -70, -20, 6, 37 9C a laboratorni teplota.

4.2.4 Kvasinkovy dvouhybridovy systém

Kvasinkovy dvouhybridovy systém je zaloZzen na moduldrnim charakteru
eukaryotickych transkripénich faktort. Ty se skladaji minimélné¢ ze dvou
strukturné odlisnych a funkéné nezavislych domén: DNA vazebné domény
(DNA-BD), vézajici se ke specifické promotorové sekvenci a aktiva¢éni domény
(AD), aktivujici RNA polymerasu II. Jestlize jsou domény fyzicky oddéleny
metodami genového inZenyrstvi, tak tfebaZe jsou exprimovany ve stejné
hostitelské butice, nejsou schopny aktivovat transkripci reportérovych gend [103].
Pouze interakce mezi hybridnimi proteiny, zprostfedkovand testovanymi
proteiny, ptiblizi DNA-BD a AD domény ksobé& coZ jim umoZni aktivovat
transkripci reportérového genu (Obr. 13).
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Hybridni protein tvoieny DNA-BD doménou a testovanym proteinem
se vaZe na LexA operitory, ale nedokiZe aktivovat transkripci bez AD.

DNA-BD

se nemiiZe vazat na LexA operitory a tak aktivovat transkripci.

AD
protein A |

E Samotny hybridni protein tvofeny AD a testovanym proteinem

— IexA operatory minimalni promotor §

n Interakce mezi ob&ma hybridnimi proteiny aktivuje transkripci reportérového genu.

/2

protein B protein A

transkripce

Obr. 13 Schéma kvasinkového dvouhybridového systému. Obrazek ptevzat z [102].

Jako DNA vazebna doména slouZi protein LexA, jehoZ p¥irozenou funkci je

represe SOS gentl E. coli vazbou na lexA operatory [104] a jako aktiva¢ni doména

slouzi 88 aminokyselin dlouhy zbytek kyselého peptidu (B42) z E. coli, ktery

aktivuje transkripci v kvasinkach [105].

Pro vytvofeni hybridnich proteint DNA-BD doména + studovany protein

a AD doména + studovany protein jsou pouZity dva odlidné vektory (pLexA a

pB42AD). Hybridni proteiny jsou pak soufasné exprimovany v kvasinkéch.

Indukce transkripce hybridniho proteinu obsahujiciho kyselou aktiva¢ni doménu

je pod kontrolou GAL-1 promotoru (indukce galaktosou).
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Uvedeny systém pouZiva dva odlidné reportérové geny. Chromosomalni

gen LEU2 (kmen EGY48), ktery komplementuje auxotrofii testovaciho kmene na
leucin a reportérovym plazmidem p8op-lacZ neseny gen lacZ pro produkci
B-galaktosidasy, kter4 je fenotypicky detekovatelné Stépenim X-gal pfitomného v

médiu.

4.2.4.1 Testovani interakci

Kmen EGY48 byl nejprve transformovan reportérovym plazmidem p8op-lacZ a
nasledné dvéma pripravenymi konstrukty (jeden odvozeny od pLexA, druhy od
pB42AD). Buriky byly kultivovéany na SD agarech postradajicich uracyl, histidin a
tryptofan. Kultivace probihala p¥i 30 9C nékolik dni, dokud kolonie nebyly dobte
patrné (2-5 mm v praméru). Nésledné bylo ndhodné vybrano vzdy 5 kolonii, které
byly pfeneseny na rtzné indukéni agary a bylo provedeno vlastni testovéni

proteinovych interakci (viz Obr. 14).

Paralelné s vlastnim testovanim proteinovych interakci byly provadény

stejnym zphsobem rtizné pozitivni a negativni kontroly.
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Obr. 14 Testovani proteinovych interakci. Popis metody v textu. Obrazek pfevzat z [102].
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4.2.5 Molekularni dynamika

Obecny mechanismus funkce MPP je jiz dobfe popsén, ale stile zlstavajf
nedofeSeny podstatné detaily. Aktualné se zabyvame nasledujicimi nejasnostmi:
* mechanismem prvotniho kontaktu substratu s MPP a

* mechanismem vtahovani substratu do aktivniho centra.

Ke studiu téchto nejasnosti v mechanismu funkce MPP byly vyuZity

metody molekularni dynamiky.

Molekuldrni dynamika vyuZivéa principt klasické mechaniky, kdy ¢asovy
vyvoj systému je generovan integraci Newtonovych pohybovych rovnic.
Vysledkem je trajektorie, kterd ukazuje prostorovou zménu a zménu rychlosti
¢astic systému v ¢ase. Ta ndAm umoZiiuje detailné studovat proteinové interakce a

usuzovat tak na mozny mechanismus funkce.
Pro vypocty jsme vyuZzivali program AMBER verze 8 a 9.

4.2.5.1 Stavba vychoziho modelu

Pfi stavbé vychoziho modelu jsme vychézeli z nasich minulych vysledka [67], kdy
metodami molekularni dynamiky byla zkoumaéna interakce glycinové smy¢ky se
signalni sekvenci krysi aldehyddehydrogenasy (ALDH). Model MPP byl tehdy
postaven na zakladé krystalové struktury [60] a struktura signalni sekvence byla
prevzata ze zndmé NMR struktury receptoru Tom20 [65].

Signalni sekvence krysi ALDH v glycinovém misté byla ru¢né¢ mutovéana
v PyMOLu na signalni sekvenci kvasinkové maldtdehydrogenasy (MDH) tak, Ze

pozice arginu v pozici -2 byla zachovana a na N-konec byl pfidan leucin.

Takto ptipravena struktura byla nactena do programu tleap (soudast
programu Amber). Silové pole bylo zvoleno parm99 (Hornak & Simmerling)
modifikované o nestandardni rezidua a jako explicitni solvata¢ni model byl zvolen
TIP3PBOX. Nésledné byla vygenerovéna topologie a koordinéty, které byly
postoupeny vlastnimu vypoftu v programu sander (taktéZ souddst programu

Amber).
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4.2.5.2 Volna dynamika
Volna dynamika byla vyuZita pfi studiu prvotnitho kontaktu substratu s MPP.
Pfedpokladame, Ze prvotni kontakt je zprostfedkovan hydrofébni interakci mezi
tzv. glycinovou smyckou a hydrofobnimi rezidui signalni sekvence [67] a cilem

bylo ovéfit tuto hypotézu s dal$im substratem.

Protokol volné dynamiky jsme zvolili nasledujici:
* minimalizace vodiki proteinu, kdy protein je fixni
* minimalizace vod a iont, kdy protein a vodiky jsou fixni
» kratka 10ps dynamika; volné jsou pouze vody
* minimalizace celého systému s postupné klesajicimi ,restrains”
(1000, 500, 125, 25, 0)
* 100ps dlouhé termalizace systému (generovani inicidlnich rychlostf)

s produkéni faze, kolekce dat (NpT simulace - T =298 K, p =1 atm)

4.2.5.3 Cilena dynamika
Metoda cilené dynamiky byly pouZita ve snaze poodhalit moZny mechanismus

vtahovani signlni sekvence do aktivniho centra MPP.

Pro cilenou dynamiku jsou potfeba dvoje koordinaty - vychozi a cilové
(nebo téZ referen¢ni). Algoritmus vypoctu se pak snaZi pfevést systém z vychozich
koordinat na koordinaty cilové, ¢imZ vznika trajektorie, kterou lze nasledné
analyzovat. Pro vychozi koordinaty byly vyuZity vysledky volné dynamiky MPP a
MDH v glycinovém misté¢ a cilové koordinity byly generovany na zakladé
krystalové struktury MPP [60].

Bylo testovano nékolik protokold, které se liily v ¢asovém intervalu, po
ktery cilena dynamika probihala. Kone¢nd RMSD (relativni odchylka vzdélenosti
étverctt) mezi vychozimi a cilovymi koordindty byla stanovena na 0, teplota a tlak

b&hem simulace byly udrZovany na konstantnich hodnotach 298 Ka 1 atm.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Vysledky

5.1.1 Pfiprava a funkéni testovani prekurzoru AK

5.1.1.1 Pfiprava expresniho konstruktu

Gen pro prekurzor adenylatkinasy (pAK) bylo nutné ptenést do expresniho pET
vektoru, konkrétné do pET42b(+) do mist Ndel/Xhol. Vysledkem exprese
vloZeného genu je protein s His-kotvou na svém N-konci, kterd umoZiiuje

metaloafinitni purifikaci proteinu.

Fragment 689 bp nesouci gen pro pAK jiz byl ptfipraven Annou
Matuskovou a stejné tak fragment 5015 bp z pET42b(+) opracovany CIP.

Liga¢ni reakce probihala 1,5 hod pfi laboratorni teploté. Téz byla
provadéna negativni kontrola, kdy reakce probihala bez fragmentu GAKTV. 10 pl
poté bylo odebréano a byla provedena transformace bunék JM109 elektroporaci.
Buriky byly vysety na plotny s LB agarem obsahujicim kanamycin.

Pfes noc vyrostla pouze jedna kolonie, z niZ byl izolovan plazmid, ktery byl
podroben restrikéni kontrole enzymy Ndel/Xhol (Obr. 15). DNA koédujici
N-konec AK byla nakonec ovétena sekvenaci. Pfipraveny konstrukt byl oznacen

pAKTVSC.

Obr. 15 Restrikéni kontrola pAKTVSC
2% gel. St - standard, 1 - pAKTVSC, fragment 689 bp z pAKTVSC
(vystépeny enzymy Ndel/Xhol).
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5.1.1.2 Produkce prekurzoru AK
Expresni vektor pAKTVSC byl transformovan teplotnim Sokem do buriek
BL21(DE3) a testovani exprese bylo provedeno pti 37 °C ve 20 ml LB média
s kanamycinem. Pted p¥idanim IPTG bylo odebrano 5 ml kultury jako negativni
kontrola.

Suspenze byla poté rozdélena na 3x 5 ml a centrifugovdna a burlky

resuspendovény v 5 ml tfech rznych pufrech lisicich se hodnotou pH:

pufr A - 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,4
pufr B - 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,0
pufr C - 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,6

Buriky negativni kontroly byly resuspendovény v pufru A. Suspenze byly
znovu centrifugovény a resuspendovany ve 300 pl pfisluného pufru (vysledny
objem 500 pl). Nésledovala sonikace 4x 10 s za chlazeni na ledu a centrifugace pti
4 °C a 16000 g po dobu 20 min. Supernatant byl oddélen a pelet promyt pufrem a
resuspendovéan v 500 pl ptislusného pufru a frakce byly podrobeny analyze na
SDS-PAGE (Obr. 16).

Obr. 16 SDS-PAGE analyza exprese pAK.
8% gel. St - standard, IPTG zna¢i ptidavek
IPTG béhem exprese, nula pak znaci
negativni kontrolu. pAK - prekurzor
adenylatkinasy (25,6 kDa).

rozpustnd |nerozpusini
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5.1.1.3 Metaloafinitni purifikace prekurzoru AK

Prekurzor adenylatkinasy se produkuje pf¥i 37 OC vrozpustné formeé, coZ
usnadriuje jeho purifikaci. Exprese byla provddéna ve 100 ml, kultura
centrifugovana, resuspendovana v 5 ml 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 74 a
sonikovédna 6x 10 s za stalého chlazeni na ledu. Zjistili jsme, Ze chlazeni suspenze
v ptipadé pAK je velmi dileZité, nebot peptidasova aktivita pfitomna
v bezbuné¢ném extraktu z E.coli degraduje heterologni protein a na SDS-PAGE
jsou pak vidét dva prouzky (Obr. 17).

Cast supernatantu byla odebréna pro analyzu a zbytek byl podstoupen
metaloafinitni purifikaci. Pelet byl promyt pufrem a ¢ast odebréna pro analyzu.

Kolonka HiTrap Chelating byla pfipravena dle pokyni vyrobce. Po
naneseni supernatantu na kolonku byly navézané proteiny vytésnény postupné
étyfmi pufry se stoupajici koncentraci imidazolu. Byly jimény frakce po 1 ml, které

byly nésledné analyzovany na SDS-PAGE (Obr. 17).

pufr 1 - 30 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM HEPES, 0,5% Triton X-100, pH 7,4
pufr 2 - 50 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM HEPES, 0,5% Triton X-100, pH 7,4
pufr 3 - 100 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM HEPES, 0,5% Triton X-100, pH 7,4
pufr 4 - 250 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM HEPES, 0,5% Triton X-100, pH 7,4

pufrl pufr3
vys —> +-—>
prosle frakce pufr2 pufrd
-« »12345¢«——>»1 2 3 45 «—m»
st SP123 45678910 123435
. . ” R

Obr. 17 SDS-PAGE analyza frakci z metaloafinitni purifikace pAK. 8% gel. St - standard.
pAK - prekurzor adenylatkinasy (25,6 kDa). S - supernatant, P - pelet.
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5.1.1.4 Odsoleni prekurzoru AK

Frakce obsahujici prekurzor adenylatkinasy byly spojeny a odsoleny na kolonce

HiTrap Desalting. P¥i praci s kolonkami byly dodrZovany pokyny vyrobce.

Vzorek pAK byl odsolen do pufru 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,
kde byl uchovavén pfi -20 °C i po ne&kolik tydni.

5.1.1.5 Stanoveni stability prekurzoru AK

Pro uchovavéani pAK byly testovany rizné pufry liSici se hodnotou pH a
koncentraci NaCl. Jako nejlepsi se jevi 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.
V tomto pufru je pAK stabilni pti 8 a -20 %C i po mésici, pficemZ nepatrna ¢ast
proteinu se postupné srézi. Pfi laboratorni teploté nebo 37 °C se pAK postupné
rozklada.
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5.1.2 Hydrogenosomalni ,processing” peptidasa

Tato ¢ast vysledka se zabyva optimalizaci protokoldi pro expresi a purifikaci a

stanovenim podminek aktivity hydrogenosomalni , processing” peptidasy (HPP).

5.1.2.1 Renaturace HPP z inkluznich télisek

Exprese HPP bez chaperont

Expresni vektory pro produkci a- a p-podjednotky HPP (PATV a PBTV) byly
transformovény teplotnim Sokem do BL21(DE3) a testovani exprese probihalo v 10
ml LB média s kanamycinem p¥i 379C. Exprese pro testovani aktivity byla
provadéna v 500 ml média.

Pted ptidanim IPTG bylo odebrdno 5 ml kultury jako negativni kontrola.
Suspenze byly centrifugovany, pelet byl promyt v pufru 20 mM Tris-HCl, 20 mM
NaCl, pH 8,6 a nakonec resuspendovén ve 300 pul téhoZ pufru.

Frakce poté byly analyzovany SDS-PAGE (Obr. 18). Obé podjednotky se

produkovaly jako nerozpustné ve formé inkluznich télisek.

nerozp. Obr. 18 SDS-PAGE analyza exprese PATV a PBTV.
IPTG |0 8% gel. St - standard, IPTG zna¢i ptidavek IPTG
A B b&hem exprese, nula pak zna¢i negativni kontrolu. A

- znaci a-HPP (46 kDa), B pak p-HPP (46 kDa). Rozp.
- rozpustnd, nerozp. - nerozpustna frakce.

rozp.

IPTG|0
A B

st

67 kDa

43 kDa
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Izolace HPP z inkluznich télisek

Obé podjednotky HPP se produkovaly v nepfitomnosti pGroESL v nerozpustné
formé v podobé inkluznich télisek. Kultury byly centrifugovany, buriky
resuspendovany v 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,6 (50 pul pufru na 1ml
kultury), sonikovany 6x 15 s a suspenze byla centrifugovana p¥i 16000 g a 4 °C po
dobu 20 min. Pelet obsahoval inkluzni téliska.

Inkluzni téliska ziskand z500ml kultury byla denaturovéna v2 ml
denatura¢niho pufru a denaturované proteiny byly renaturovany dialyzou pfes
noc proti étyfem riiznym pufram (Obr. 19):

pufr 1 - 50 mM HEPES, 20 mM NaCl, pH 7,5
pufr 2 - 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,0

pufr 3 - 20 mM Tris-NaOH, 20 mM NaCl, pH 8,6
pufr 4 - 20 mM bis-Tris propan, 20 mM NaCl, pH 9,3

a-HPP st p-HPP Obr. 19 SDS-PAGE analyza denaturovanych proteint.
7580 93 758093 | 8% gel. St - standard. Cisla v zéhlavi znadi pH pufru,
| proti kterému byla provadény dialyza.
—
- -
43 kDa
L 4
——

Dialyzou renaturované podjednotky byly pouZity pro testovani aktivity,

avsak s negativnim vysledkem.

5.1.2.2 Purifikace HPP v nativni formé

~Koexprese” HPP se chaperony

Expresni vektory PATV a PBTVB (pro B-HPP s His-kotvou na C-konci) byly
transformovény teplotnim Sokem do BL21(DE3) s plazmidem pGroESL, nebot
jsme zjistili, Ze p¥i ,koexpresi” podjednotek HPP schaperony se podjednotky
produkuji v rozpustné frakci. Exprese pro produkci podjednotek probihala po
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pfidani IPTG pres noc pfi 24 0C (podminky exprese optimalizovany Annou

Matuskovou) a nasledovala metaloafinitni purifikace.

Metaloafinitni purifikace HPP

Kultury pro pfipravu a- (bez His-kotvou) a P-podjednotky (s His-kotvou na
C-konci; p-HPP+) byly centrifugovany, butiky byly resuspendovany v 20 mM
Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,6 (50 pl pufru na 1ml kultury), sonikovany 6x 15 s za
chlazeni na ledu a suspenze byla centrifugovana p¥i 16000 g a 4 °C po dobu 20min.

a-HPP a B-HPP+ produkované v rozpustné formé byly spojeny v molarnim
poméru 5:1 za pfitomnosti 2 mM MnCl; a ponechany 30 min na ledu. Vzorek byl
centrifugovan pti 16000g a 4 9%C po dobu 20 min a supernatant postoupen

metaloafinitni purifikaci na kolonce s niklovou naplni.

Kolonka HiTrap Chelating byla ptipravena dle pokyna vyrobce. Déle byla
kolonka ekvilibrovana pufrem 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 8,6 a poté byl na
kolonku aplikovdn vzorek. Kolonka se vzorkem byla promyta ekvilibra¢nim
pufrem a bylo jimano 10 frakci po 1 ml. Nasledovala eluce 4 rGznymi pufry se

stoupajici koncentraci imidazolu (jiméano bylo vZdy 5 frakci po 1 ml; Obr. 20):

pufr 1 - 20 mM Tris-HCl, 20 mM, 30mM imidazol, pH 8,6

pufr 2 - 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, 50mM imidazol, pH 8,6
pufr 3 - 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 100mM imidazol, pH 8,6
pufr 4 - 20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, 250mM imidazol, pH 8,6

prom§vani 30 Istl 50 100 | 250 Obr. 20 SDS-PAGE analyza frakci po

;- metaloafinitni purifikaci ap-dimeru
HPP. 10% gel. Cisla v z&hlavi
obrazku odpovidaji  koncentraci
imidazolu (mM) v elu¢nim pufru.
Kvalita obrazku nedovoluje
dostate¢né rozliSeni a- a p-HPP (viz

Obr. 21).
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Frakce, kde se nachézel ap-dimer HPP (eluce 250 mM imadazolem) byly

odsoleny pomoci gelové chromatografie.

Odsoleni dimeru ap-HPP
Frakce obsahujici ap-dimer HPP byly spojeny a odsoleny na kolonce HiTrap
Desalting. P¥i praci s kolonkami byly dodrZzovéany pokyny vyrobce.

Vzorek byl odsolen do pufru 20 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, pH 8,6
(Obr. 21), ve kterém byl uchovavén pti -70 °C i po n€kolik tydnda.

St Obr. 21 SDS-PAGE analyza purifikace ap-dimeru HPP.
- 7% gel. St - standard.
67 ld)_a_> -
p-HPP
B kl—)_a.&"a a-HPP

5.1.2.3 Stanoveni stability HPP

apB-dimer HPP byl uchovéavan v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCl, 20 mM NadCl,
pH 8,6 pti -70 0C. Pii testech s pAK jako substratem je takto uchovavana HPP
aktivni i po mésici, avSak pfi testech s fluorogennim substrdtem dochazi ke sniZeni

aktivity jiZz po 2-3 tydnech (zjisténo Annou Matuskovou).

5.1.2.4 Stanoveni podminek aktivity HPP

HPP je aktivni jako af-dimer

Testovali jsme, zda je HPP aktivni jako ap-dimer nebo zda jsou pro aktivitu
dostacujici p-podjednotky, jak je uvadéno v publikaci [100]. Bylo zjisténo, Ze HPP
je aktivni pouze jako af}-dimer. Reakce probihala v pufru 20 mM Tris-HCl, 20 mM
NaCl, pH 8,6 po dobu 30 min a byla ukonéena ptidanim vzorkového pufru pro
SDS-PAGE a nésledné analyzovéna na SDS-PAGE (Obr. 22).
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1.2 3 St4 5 Obr. 22 SDS-PAGE analyza. 7% gel. 1 - pouze pAK, 2 -
- ap-HPP + pAK, B-HPP + pAK, 4 - pouze B-HPP, 5 -
pouze af-HPP. St - standard. pAK, -prekurzor
- e s adenylatkinasy, AK - adenylatkinasa s odStépenou
“‘\n kDa | signalni sekvenci.
pAK

e w» 5 ,p,

AK”

Hledani optimalnich podminek pro aktivitu HPP

Déle jsme ménili rizné podminky reakce a snaZili se najit optimalni podminky pro
aktivitu ap-HPP (viz 3.3.3.7). Vysledky jsou uvedeny ve formé obrazka, které byly
vytvofeny na zékladé vysledkt SDS-PAGE analyzy aktivity HPP po 16 minutéach
reakce. Na Obr. 23 je pak ukazka celého prubéhu reakce.

1 2 3 45 6 7St QObr. 23 Ukdzka SDS-PAGE analyzy aktivity ap-HPP pro

af-HPP ® | hled4ni optimélnich podminek aktivity. 12% gel. 1 -

/ ap-HPP + pAK po 2 min reakce, 2 - po 4 min, 3 - po 8

min, 4 - po 16 min, 5 - po 32 min, 6 - pouze pAK, 7 -

pouze ap-HPP. St - standard. pAK - prekurzor

adenylatkinasy, AK - adenylatkinasa s odstépenou
signalni sekvenci.

43 I(Da—-»&_

PAK 30kDa\

L J
“r—uaq—d

Pti hledani optimdlnich podminek pro aktivitu HPP jsme postupovali tak,
Ze nejdfive jsme optimalizovali jednu podminku a p¥i hled4ni dal$ich podminek

byl pufr pro reakci volen s ohledem na jiZ optimalizované podminky.

Vliv pH na aktivitu HPP
Pti pH 8,6 je zfetelné vidét, Ze pomér intenzit prouzki AK/pAK je nejvyssi a Ze
pti tomto pH je HPP nejaktivnéjsi (Obr. 24).

A 74 St Obr. 24 Vliv pH na aktivitu HPP. 12% gel.

6,9 78 94, ~30kDa| (), v zahlavi obrazku predstavuji hodnoty

AK pH. St- standard, pAK - prekurzor

- W N -\"—_P adenylatkinasy, AK - adenyléatkinasa
AK s od3tépenou signalni sekvenci.
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Vliv koncentrace NaCl na aktivitu HPP

Pfi 10 mM koncentraci NaCl je vidét, Ze pomér intenzit prouzkt AK/pAK je

nejvyssi a Ze pti této koncentraci je HPP nejaktivnéj$i (Obr. 25). Pfi koncentracich
NaCl nad 200 mM dochézi k uplné ztraté aktivity.

(1) 2 3 45 6 St zypa

Obr. 25 Vliv koncentrace NaCl na aktivitu
HPP. 12% gel. 1 - 10 mM NaCl, 2 - 20 mM, 3 -
40 mM, 4 - 60 mM, 5 - 80 mM, 6 - 100 mM
NaCl. St-standard, pAK - prekurzor
adenylatkinasy, @AK -  adenylatkinasa
s od3tépenou signalni sekvenci.

Vliv iontda pfechodnych kova na aktivitu HPP

= MnCl,

Od 1 mM a vyssi koncentrace MnCl; je vidét, Ze pomér intenzit prouzka
AK/pAK je nejvyssi a Ze pti téchto koncentracich je HPP nejaktivnéjsi (Obr. 26).

12 3 @E® St/30kDa

-zaa:a‘-a:\"—?“
AK

= ZnCl,

Obr. 26 Vliv koncentrace MnCl; na aktivitu
HPP. 12% gel. 1 - 0 mM MnCl, 2 - 0,25 mM, 3 -
0,5mM, 4-1mM, 5-1,5mM, 6 - 2 mM MnCl.
St - standard, pAK - prekurzor adenylatkinasy,
AK - adenylédtkinasa s od3tépenou signalni
sekvenci.

Pfi 1 pM koncentraci ZnCl, je zfetelné vidét, Ze pomér intenzit prouzkit AK/pAK je
nejvyssi a Ze pfi této koncentraci je HPP nejaktivnéjsi (Obr. 27).

1. 2 @45 6 St __30kDa
| -

-y e ov e e» e «——PpAK

AK

Obr. 27 Vliv koncentrace ZnCl; na aktivitu HPP.
12% gel. 1 - 0 mM ZnCl, 2 - 100 nM, 3 - 1M, 4
- 10 pM, 5 - 100 pM, 6 - 1 mM ZnClL.
St - standard, pAK - prekurzor adenylatkinasy,
AK - adenylédtkinasa s od$tépenou signalni
sekvenci.
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P#i 100 pM koncentraci CoCl; je vidét, Ze pomér intenzit prouzki AK/pAK je nejvyssi a
Ze pfi této koncentraci je HPP nejaktivnéjsi (Obr. 28).

L2 40 Y o
‘/

L
- w s ._q\-hPAK
AK

Obr. 28 Vliv koncentrace CoCl; na aktivitu HPP.
12% gel. 1 - 0 mM Co(Cl, 2 - 100 nM, 3 -1 uM, 4
- 10 pM, 5 - 100 pM, 6 - 1 mM CoCl..
St - standard, pAK - prekurzor adenylétkinasy,
AK - adenylatkinasa s odStépenou signalni
sekvenci.

Porovnani vlivu MnCl,, ZnCl; a CoCl;

Aktivita HPP je p¥i vSech téchto koncentracich ptechodnych kovli srovnatelna,
nepatrné vyssi je v pfitomnosti 100 pM CoCl (Obr. 29).

1 QO @® st__z4p,
4

e

— o o~ ——PAK
w— -

Vliv teploty na aktivitu HPP

Obr. 29 Vliv koncentrace MnCl,, ZnCl; a CoCl,
na aktivitu HPP. 12% gel. 1 - bez iontt, 2 -
2mM MnCl,, 3 - 1 pM ZnCly, 4 - 100 pM CoCl..
St - standard, pAK - prekurzor adenylatkinasy,
AK - adenylatkinasa s odStépenou signalni
sekvenci.

Pti teploté 33 a 37 OC je ztetelné& vidét, Ze pomér intenzit prouzki AK/pAK je

nejvyssi a Ze pti téchto teplotach je HPP nejaktivnéjsi (Obr. 30).

1 2 St 30 kDa

3 @WGE) 6

aeaw = q\"’*—ﬂ’“
AK

Obr. 30 Vliv teploty na aktivitu HPP. 12% gel. 1
-200C,2-250C,3-30°C,4-33°C,5-37°C, 6
- 44 oC. St-standard, pAK - prekurzor
adenylatkinasy, = AK -  adenylatkinasa
s od3tépenou signalni sekvenci.
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5.1.3 Kvasinkovy dvouhybridovy systém

5.1.3.1 Pfiprava plazmidovych konstrukta
Pro testovani interakci podjednotek MPP a HPP byla pfipravena série

plazmidovych konstrukti, viz Tabulka 1.

Tabulka 1 Znaceni ptipravenych

5 a pouZitych konstrukti.

a-HPP plLexTVA  pB42TVA JATV  Konstrukty zréaéené Io{iz bgly

.~ pfipraveny five exander

P-HPP  plexTVB pB42TVB JBTV Gakh). pJAKO je klonovani vektor
a-MPP pLexYA*  pB42YA*  pJAKYA ptipraveny v nasilaboratofi.

B-MPP pLexYB* pB42YB  pJAKYB

Restrikce vektora

Vsechny vektory (pLexA, pB42AD, JATV, JBTV a pJAKYB) byly Stépeny
restrikénimi enzymy EcoRI a Xhol. Stépeno bylo vzdy cca 10 pg vektoru ve 200 pl
reakci. Smés byla poté rozdélena agarosové elektroforéze (Obr. 31) a ptislusné
fragmenty byly izolovany. Jako reakéni pufr byl zvolen NeBuffer pro EcoRI a do
reakce bylo pfidano BSA (,bovine serum albumin”) do vysledné koncentrace

100 pg.ml. Fragmenty pLexA a pB42AD byly dale opracovéany CIP.

Obr. 31 Restrikce vektoru EcoRI/Xhol. 1% gel. 1 - pLexA, 2
- pB42AD, 3 - JATV, 4 - JBTV, 5 - pJAKYB, St - standard.
ZakrouZkovény jsou fragmenty DNA, které byly izolovany
z gelu.

12kBst 1 2 3 4 5

Vlozeni fragmenti do kvasinkovych vektort

Fragmenty (1275bp pro JATV, 1272bp pro JBTV a 1382bp pro pJAKYB) nesouci
geny pro pfisluiné podjednotky MPP nebo HPP byly vloZeny do kvasinkovych
vektori pLexA a pB42AD.
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Lega¢ni reakce probihala 1,5 hod pfi laboratorni teploté. Téz byla
provddéna negativni kontrola, kdy reakce probihala bez fragmentu. 10 pl poté
bylo odebrano a byla provedena transformace bunék JM109 elektroporaci. Buriky
byly vysety na plotny s LB agarem obsahujicim ampicilin.

Ptes noc vyrostlo nékolik desitek kolonif. Z péti z nich byl izolovéan
plazmid, ktery byl podroben restrik¢ni kontrole enzymy EcoRI/Xhol. Vzdy byl
vybran jeden konstrukt s pozitivni kontrolou, ktery byl oznacen dle Tabulky 1

uvedené vyse.

5.1.3.2 Testovani interakci podjednotek MPP A HPP

Byly testovany interakce podjednotek MPP a HPP. Byla pfipravena série
konstrukti pro tyto podjednotky odvozenych od plazmidd pLexA a pB42AD
(kapitola 5.1.3.1) a testovani proteinovych interakci bylo provedeno tak, jak je
uvedeno v kapitole 4.2.4.1.

Nebyly nalezeny Z4dné interakce podjednotek HPP, pouze byly potvrzeny
znamé interakce mezi podjednotkami MPP (Obr. 32), které tak de facto slouZily
jako dal3i kontroly. Paralelné byly provadény negativni a pozitivni kontroly.
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1-5 pLexTVA pB42YA
610 " pLexTVA ' pB42YB "
1115 vpLex'I"VA §B42TVA
1620, pLexTVA pBA2IVE

2125 pLexTVB pBA2YA
pLeXTVB PB42TVA

e

Obr. 32 Testovani interakci podjednotek HPP a MPP. Znadeni misek A-D odpovida
znadeni indukénich agarti (viz Obr.14 v 3.3.4.1). Zkratky v tabulkach znaci kvasinkové
(Y) nebo T. vaginalis (TV) podjednotky MPP (A pro a, B pro p) v ptisludnych plazmidech
pro kvasinkovy dvouhybridovy systém (pLex pro pLexA, pB42 pro pB42AD).
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5.1.4 Mitochondrialni , processing” peptidasa

Metodami molekulédrni dynamiky byla studovana glycinovd smycka a-MPP
(GRL), konkrétné mechanismus interakce signalnich sekvenci substrat
s glycinovou smy¢kou, a déle pak mechanismus vtahovani substratt do aktivniho
centra MPP.

5.1.4.1 Volna dynamika vychoziho modelu MPP

Pfi stavbé vychoziho modelu jsme vychazeli z nagich predeslych vysledka, kdy
byla simulovana interakce glycinové smy¢ky a-MPP se signalni sekvenci potkani
aldehyddehydrogenasy = (pALDH) [67]. pALDH byla mutovdana v
programu PyMOL na signalni sekvenci kvasinkové maldtdehydrogenasy (pMDH;
Obr. 33).

- signalni sekvence krysi ALDH
1 [ - signdlni sekvence kvasinkové MDH
2 9 13 - pozice rezidui v pMDH

Obr. 33 Srovnani signalnich sekvenci ALDH a MDH. Sedé jsou zvyraznéna rezidua
pfitomna v nadich modelech. PodrtZenim jsou zvyraznéna hydrofobni rezidua sméfujici
smérem ke glycinové smyc¢ce MPP.

Systém byl stabilni po celou dobu simulace, ktera ¢inila 8,3 ns. Po 6 ns
simulace doslo postupné k odklonéni fenylalaninu signélni sekvence v pozici 10,
rozvolnéni 2° struktury a soucasné k nasmérovani N-konce signélni sekvence do

aktivniho centra MPP (Obr. 34). V Ptilohach na CD jsou k nahlédnuti animace a
PDB soubory pouZitych a ziskanych struktur.
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C

smérem do
aktivniho centra MPP /2

Obr. 34 Grafické znazornéni modelt pro testovéni interakce glycinové smycky a-MPP
(zvyraznéna Sed¢, rezidua 283-303) se signélni sekvenci MDH (zvyraznéna Zluté; rezidua
2-13). V signélni sekvenci jsou zvyraznéna hydrofobni rezidua alaninu a fenylalaninu. N a
C zna¢i pfislusny konec signélni sekvence. A - vychozi model, B - model po 8,3ns dlouhé
simulaci, kdy dochéazi k odklonéni fenylalaninu a naorientovani N-konce smérem do
aktivniho centra MPP. V Pfiloh4dch na CD jsou k nahlédnuti animace a PDB soubory
pouZitych a ziskanych struktur.
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5.1.4.2 Translokace substratu do aktivniho centra MPP
Mechanismus translokace substrdtu z GRL do aktivniho centra MPP byl studovan

metodou cilené dynamiky.

Priprava vychozich koordinat
Vychozi koordinaty byly pfevzaty z vysledkl volné dynamiky vychoziho modelu

po 1 ns dlouhé simulaci, tj. po relaxaci systému.

Pfiprava cilovych koordinat

Cilové koordinaty byly generovdny na zdkladé krystalové struktury MPP. V této
krystalové struktufe se v8ak nachdzi jen ¢4st signalni sekvence pMDH v aktivnim
centru (rezidua 2-9). Proto bylo nutné na C-konec ptidat rezidua 10-13. Struktura
téchto ¢ty C-koncovych rezidui byla pfevzata z vysledka volné dynamiky. Takto
vytvofeny model MPP se signédlni sekvenci v aktivnim centru byl ponechan
relaxovat volnou dynamikou po dobu 0,5 ns a nésledné byly vygenerovany jeho

cilové koordinaty pro cilenou dynamiku.

Vlastni cilena dynamika

Bylo testovano nékolik protokolti, které si liSily v ¢asovém intervalu, po ktery
cilend dynamika probihala (0,5 ns, 1,0 ns a 1,6 ns), aviak dosaZené vysledky byly
srovnatelné. Béhem vtahovani signélni sekvence dochazi ke konforma¢ni zméné
glycinové smycky, ktera se tak orientuje serinem v pozici 290 smérem do
aktivniho mista - viz Obr. 35 a jeho popis. V Ptilohach na CD jsou k nahlédnuti
animace a PDB soubory pouZitych a ziskanych struktur.
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Obr. 35 Grafické znazornéni vysledkit 1 ns dlouhé cilené dynamiky. OranZové je
zvyraznéna a-MPP, ¢ervené GRL (rezidua 283-303), zluté p-MPP, zelené C-konec signalni
sekvence (rezidua 2-9) a fialové od$tépovany N-konec signalni sekvence (rezidua 10-13).
V signélni sekvenci jsou zvyraznéna hydrofobni rezidua fenylalaninu a alaninu. V GRL
jsou zvyraznéna rezidua methioninu, lyzinu a serinu. V 3-MPP je zvyraznén zinek-
vazebny motiv H-X-X-E-H-X7-E a bilou sférou je zvyraznén ion zinku. A - signalni
sekvence interaguji s GRL na z&kladé¢ hydrofobni interakce mezi zvyraznénymi
piisludnymi rezidui. GRL je stabilizovana dvéma vodikovymi vazbami mezi lysinem a
serinem (bilé tetkované ¢ary). B - signélni sekvence je uchycena v aktivnim centru MPP.
GRL vyrazné zménila svou konformaci a vodikové vazby mezi lysinem a serinem v GRL
jsou zruseny. V Pfilohach na CD jsou k nahlédnuti animace a PDB soubory.
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4.1.4.3 Volna dynamika po proteolyze substratu v aktivni centru MPP
Model pro volnou dynamiku po proteolyze signélni sekvence v aktivnim mistu
MPP byl vytvofen na zakladé cilovych koordindt pro cilenou dynamiku.
Peptidova vazba mezi rezidui 9 a 10 signélni sekvence byla v programu PyMOL

rozstépena a systém byl postoupen volné dynamice.

Béhem simulace doslo k velmi vyraznému oddaleni peptidového N- a
C-konce a% na 21 A, které vznikly po rozstépeni signalni sekvence mezi rezidui 9 a
10 (Obr. 37). Zaroveii doslo ke zméné konformace glycinové smyc¢ky (Obr. 36),
ktera tak ziskala podobnou konformaci, jakou méla b&hem volné dynamiky
s interagujici signalni sekvenci (Obr. 35). Sou¢asné s oddalovdnim N- a C-konce
peptidové vazby v misté proteolyzy dochézi u rezidui 2-9 signélni sekvence ke
ztraté stabilni konformace a tento peptid se stdva nestrukturovanym. V Pfilohdch

na CD jsou k nahlédnuti animace a PDB soubory pouZitych a ziskanych struktur.
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Obr. 36 Grafické znazornéni vysledki volné dynamiky po proteolyze signalni sekvence
v aktivnim centru MPP. OranZové je zvyraznéna a-MPP, ¢ervené GRL (rezidua 283-303),
Zluté B-MPP, zelené C-konec signéini sekvence (rezidua 2-9) a fialové odstépeny N-konec
signalni sekvence (rezidua 10-13). V signalni sekvenci jsou zvyraznéna hydrofobni
rezidua fenylalaninu a alaninu. V GRL jsou zvyraznéna rezidua methioninu, lysinu a
serinu. V B-MPP je zvyraznén zinek-vazebny motiv H-X-X-E-H-X7-E a bilou sférou je
zvyraznén ion zinku. A - vychozi stav na zac¢atku simulace. B - kone¢ny stav po 2,5 ns
dlouhé simulaci, kdo doslo k vyraznému oddéleni N- a C-konce v misté proteolyzy
signélni sekvence (Graf1) a zarovent ke zméné konformace GRL. Odstépend signélni
sekvence ztraci svoji pivodni konformaci. V Pfilohach na CD jsou k nahlédnuti animace a
PDB soubory ziskanych a pouZzitych struktur.
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Obr. 37 Oddalovani N- a C-konce v misté proteolyzy signalni sekvence mezi rezidui 9 a
10.
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5.2 Diskuse

V nasi laboratoti je studovan mechanismus rozpoznavani a proteolytické tpravy
substrati peptidasami mitochondridlntho typu, konkrétné mitochondrialni

(S. cerevisiae) a hydrogenosomadlni , processing” peptidasou (T. vaginalis).

PrestoZe je MPP studovéana od 80. let 20. stoleti a jedna se tak jiZ o pomérné
dobfe popsany enzym, stale zlstdvaji nejasné né&které ¢asti mechanismu
proteolytické tpravy substratG. Jednim takovym nejasnym okamZikem je
mechanismus prvotniho kontaktu substrdtu s MPP a dale pak mechanismus
vtahovéni substratu do aktivniho centra MPP. Proto jde v pfipadé MPP o snahu
detailné objasnit tyto fdze v procesu proteolytické tupravy substrati MPP.

Vyraznym elementem a-podjednotky MPP je tzv. glycinova smy¢ka, ktera
je mezidruhoveé téméf absolutné konzervovana a je esencialni pro funkci MPP [85].
Nachézi se zde absolutné konzervované zbytky Lys 296 a Met 298, které jsou
exponovany na povrch, coZz u hydrofobnich rezidui nebyva obvyklé. Méfenim
tryptofanové fluorescence bylo prokdzéno, Ze b&hem interakce a-podjednotky se
substratem dochazi ke konformac¢ni zméné praveé v oblasti glycinové smy¢ky [69].
Tyto poznatky nas vedly k myslence, Ze mistem prvotniho kontaktu je praveé
glycinovd smyc¢ka, a Ze se zde uplatiiuje princip rozpoznavani totoZny s
mechanismem, kterym receptor Tom20 rozpoznéva signélni sekvence proteind
béhem jejich transportu ptes vnéjsi membranu mitochondrie. Za t¢elem potvrzeni
této hypotézy byly pouZzity metody molekuldrni dynamiky, kterymi byla tspésné
testovana interakce glycinové smycky se signélni sekvenci potkani ALDH [67].
Jednim z cil této diplomové prace bylo ovéfit tyto vysledky, respektive ovéfit
interakci glycinové smy¢ky se signalni sekvenci kvasinkové MDH, a déle pak
simulovat mechanismus vtahovéni signalni presekvence do aktivniho centra MPP.
MDH byla zvolena proto, Ze jde o modelovy substrat, se kterym experimentalné
pracujeme v laboratofi, a déle také proto, Ze byla publikovana krystalova
struktura komplexu MPP se signalni sekvenci MDH v aktivnim centru [60].
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Nage troven poznani funkce HPP je oproti MPP nesrovnatelné nizsi. O
HPP existuje pouze jedna publikace [100], kde autoti shrnuji, Ze HPP je aktivni
jako Pp-dimer (jako substrat pouZivaji fluorogenni peptid odvozeny od signalni
sekvence pAK). Sekven¢ni data v8ak ukazuji na pf¥itomnost hydrogenosomalniho
proteinu T. vaginalis s vysokou homologii s a-MPP, zvlasté pak v oblasti glycinové
smyc¢ky (GRLP z anglického ,glycine rich loop-like protein”). Tyto vysledky jsou
proto z logického pohledu ponékud zaréZejici a ptekvapivé. Nicméné v porovnéni
s glycinovou smyckou a-MPP je hypotetickd glycinova smyc¢ka GRLP kratsi a
neobsahuje konzervovany Lys 296 i néktera dalsi rezidua. Chtéli jsme proto
provétit hypotézu, zda GRLP T. vaginalis nemiiZe plnit funkci a-podjednotky
podobné jako v ptipadé MPP, ktera je aktivni pouze jako ap-dimer.

Nutnym prvnim krokem pro prokézani, Ze HPP funguje jako ap-dimer,
byla ptiprava substratu. Jako modelovy substrat byla zvolena adenylatkinasa
T. vaginalis (pAK), protoZe bylo prokdzéno, Ze nese signalni sekvenci nutnou pro
transport do hydrogenosom. Dal$im diivodem bylo, Ze autofi publikace [100]
pouZivaji ve svych experimentech jako substrat pro své pokusy peptid odvozeny

od signélni sekvence AK.

Gen pro pAK byl vloZen do expresniho vektoru a byla provedena exprese.
Béhem purifikace pAK se v8ak nedatilo ziskat pAK zcela ¢istou, na SDS-PAGE
byly vZdy patrné dva prouzky blizko sebe. Proto byly ménény rtzné podminky
pfi metaloafinitni purifikaci, nebot’ jsme se domnivali, Ze se jedné o nespecifickou
interferenci ciziho proteinu podobné velikosti jako pAK. Interferujici protein se
v8ak podaftilo timto zptisobem eliminovat jen z ¢asti. KdyZ v3ak byla provadéna
purifikaci rychle a dasledné za chladu, podafilo se interferujici protein témé¥
eliminovat. Usoudili jsme, Ze b&hem purifikace dochédzi k ¢aste¢né proteolyze
heterologniho proteinu nedefinovou peptidasou z bunék E. coli. Proto byly béhem
purifikace testovany rtizné inhibitory proteas (leupeptin, PMSF), ¢imZ byl ziskan
protein v &isté formé. Nicméné purifikace pAK pro testovéni aktivity HPP byla

provadéna bez inhibitord, avsak dasledné za chladu.
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Také pfi optimalizaci podminek pro pfipravu a testovani podjednotek HPP
bylo nutné pfekonat jisté potiZe. Nejprve byla provadéna purifikaci podjednotek
z inkluznich télisek, nebot obé podjednotky se produkovaly v nerozpustné frakci.
Inkluzni téliska byla denaturovéna, poté renaturovéna dialyzou proti nékolika
raznym pufrdm - a-podjednotka se vSak bé&hem dialyzy opakované& z~50%
vysrdZzela, f-podjednotka nikoli. P¥i vys38ich hodnotich pH bylo mozné
a-podjednotky ziskat vice. Nasledné byla testovéna aktivita takto p¥ipravenych
podjednotek s pAK jako substratem, ale podminky pro ziskéni aktivni HPP nebyly

nalezeny.

Nakonec byl vypracovédn zptsob pfipravy podjednotek HPP v rozpustné
frakci (protokol vypracovan Annou Matuskovou). Na zakladé nasich zku$enosti
s purifikaci MPP bylo rozhodnuto, Z2e HPP budeme purifikovat stejnym
zpusobem. Proto byla -podjednotku pfipravena s His-kotvou na C-konci. Pred
vlastni purifikaci byly smiseny obé& rozpustné frakce obsahujici exprimované
podjednotky. Tento zplsob purifikace pfedpoklddé schopnost interakce a- a f3-
podjednotky, které je tak moZné diky His-kotvé B-podjednotky metaloafinitné
purifikovat. HPP byla skute¢né timto zptsobem purifikovéna, ¢imZ byla m,j.
prokazéna schopnost interakce jejich podjednotek. Tento vysledek byl prvnim
prokédzanym rozporem s vysledky uvadénymi v publikaci [100], kde autoti pisi, Ze

a- a B-podjednotka spolu neinteraguiji.

Kromé prokazani interakce a- a f-podjednotky bylo zjisténo, Ze v tomto
experimentalnim uspofadani je HPP aktivni pouze jako af-dimer. -podjednotka
sama o sobé aktivitu s pAK jako substrdtem nevykazuje, coZ je opét v rozporu

s vysledky autort publikace [100].

Interakce a- a P-podjednotky HPP byla nasledné testovdna za vyuZiti
kvasinkového dvouhybridového systému. Zde se jednozna¢nou interakci naopak
nepodaftilo prokédzat. Kvasinkovy dvouhybridovy systém v8ak neni jednozna¢nou
metodou pro testovani proteinovych interakci. Negativni vysledky mohly byt

zapfi¢inény naptiklad Spatnou expresi faznich proteinti v butikach S. cerevisiae.
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Jinou, znadeho pohledu ale zajimavéj$i moZnosti je, Ze interakce a- a f-
podjednotky je v porovnani s podjednotkami MPP velmi slab4, v dtsledku ¢ehoZ
neni detekovatelna touto metodou. Tuto moZnost podporuji nase dalsi vysledky,
kdy interakce podjednotek HPP byla testovana gelovou chromatografii - na gelové
chromatografii putuje kaZd& podjednotka HPP zvlast (zjisténo Annou

Matuskovou), coZ potvrzuje, Ze interakce podjednotek neni silna.

Ve spolupracujici skupiné Doc. Tachezyho byla nedavno charakterizovéna
dalsi peptidasa mitochondridlniho typu [Ondfej Smid, osobni sd&leni]. Konkrétné
se jedna o peptidasu z mitosomt Giardia intestinalis (GPP, z anglického ,Giardia
processing peptidase”). Mitosomy jsou velmi redukované organely
mitochondrialniho typu a GPP je signalni peptidasa, které je aktivni pouze jako f3-
podjednotka s konzervovanym HXXEHX7E motivem a a-podjednotka neni viibec

pfitomna.

Pfitomnost a-podjednotky, sila interakce peptidasovych podjednotek a
struktura glycinové smycky tak, zd4 se, odrdZi mnoZstvi importovanych proteini
a variabilitu jejich signalnich sekvenci, respektive odraZi mnoZstvi funkci, které
dané organely zajistuji. Prispét k objasnéni evolu¢nich vztahti mezi témito
peptidasami a pfislusnymi organelami miiZe proto detailni pochopeni funkce

glycinové smy¢ky.

Funkce glycinové smyc¢ky byla studovana na modelu MPP pomoci metod
molekularni dynamiky. Na zdkladé naSich predeslych vysledkt [67] byla
vytvofena modelova situace, kdy je signdlni sekvence MDH v interakci
s glycinovou smy¢kou a-podjednotky MPP a kde se uplatiiuji hydrofobni rezidua
obou interagujicich partnert (Met 298 a Lys 296 v glycinové smy¢ce a Ala 6 a Phe
10 v signélni sekvenci). NaSe predeslé vysledky [67] byly potvrzeny. B&éhem
simulace doslo k ,nasmérovani” N-konce signalni sekvence smérem do aktivniho
mista a zdroveri doslo k odklonéni fenylalaninu v pozici 10 signdlni sekvence, coZ

naznacuje, Ze interakce neni viibec siln4, ale ma p¥echodny charakter.
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Zajimavych vysledkt bylo dosaZeno vyuZitim cilené dynamiky, kdy bylo
simulovano vtahovani signalni sekvence do aktivniho centra MPP. Na pohyb
signalni sekvence glycinovd smytka reaguje velmi vyraznou zménou své
konformace, kdy dochazi v oblasti Ser 290 kjejimu ,vyklopeni” smérem do
aktivniho mista. Dochézi k pferuseni tf¥i vodikovych vazeb mezi Ser 290, Ala 291 a
Lys 296, které jinak stabilizuji glycinovou smycku, ale nedochazi k pferusent
vodikovych vazeb mezi zbytky glycinu glycinové smycky a sousedicich B-listt a-
a (-podjednotky, jak navrhovala jedna z nasSich hypotéz. Stabilizace zminénymi
ttemi vodikovymi vazbami v8ak neni siln4, béhem volné dynamiky samotné MPP
dochazi k jejich periodickému ruseni a opétovnému ustanovovéni, coz vysvétluje

flexibilitu glycinové smy¢ky.

Nasledné byla simulovéna situace po proteolyze signélni sekvence.
Zatimco pfed proteolyzou je signalni sekvence pevné uchycena v aktivnim centru
v dané konformaci, po proteolyze ztraci signdlni sekvence svoji pavodni
konformaci a relativné rychle se stdvd nestrukturovanou. Zrovern se zménou
konformace od$tépené signdlni sekvence dochazi k dalsi konforma¢ni zméné
glycinové smyc¢ky, ktera ¢aste¢né ziskava svoji pivodni konformaci, jiz méla pted

simulovanim vtahovéni signalni sekvence do aktivniho centra.

Vysledky molekuldrni dynamiky tak nazna¢uji moZny mechanismus
rozpozndvani a translokace signalnich sekvenci, avdak k plnému pochopeni celého
procesu mame jesté daleko. Je v3ak jisté, Ze glycinova smy¢ka se v tomto procesu

uplatriuje jako velmi citlivé vyvaZeny a velmi flexibilni element.
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6. ZAVER

Z vysledkt ziskanych v diplomové praci vyplyva, Ze jeji cile byly splnény.
Konkrétné bylo zjisténo:

1.

Byla nalezena interakce a- a B-podjednotky HPP a bylo zjisténo, Ze podobné
jako MPP je i HPP aktivni jako af-dimer. To je v rozporu s vysledky autort
Brown a kol. [100]. Byly optimalizovany podminky purifikace HPP, a téZ byla
sledovéna stabilita enzymu za raznych podminek skladovani.

Jako substrat pro HPP byl zvolen prekurzor adenylétkinasy. Za timto tcelem
byl pfipraven expresni vektor, byly optimalizovany podminky exprese a
purifikace a téZ byla sledovana stabilita substratu za rtznych podminek
skladovani.

Aktivita HPP byla sledovdna za rtznych podminek a byly optimalizovany
podminky pro maximalni aktivitu HPP s pAK jako substratem.

Interakce a- a P-podjednotek HPP a MPP byla déle testovana za vyuZiti
kvasinkového dvouhybridového systému. Proto byly pfipraveny ptislusné
plazmidové konstrukty a bylo provedeno testovani interakci zminénych
podjednotek. Interakci podjednotek HPP v tomto experimentalnim uspotadani
nebyly nalezeny, coZ naznaduje, Ze interakce podjednotek HPP je slab3i neZ
v ptipadé podjednotek MPP.

Pomoci metod molekularni dynamiky byl studovdn mechanismus
rozpoznavani substratt MPP v GRL, a dédle byl studovan mechanismus
vtahovani substrat do aktivniho centra MPP. TéZ byla studovéna situace po

proteolyze signélni sekvence v aktivnim centru MPP.
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Seznam pouZitjch zkratek

8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratky pouZitych vektor jsou uvedeny v sekci 4.1.3.
Zkratky pouzitych chemikalif jsou uvedeny v sekci 4.1.4.
Zkratky pufri, kultiva¢nich médif apod. jsou uvedeny v sekci 4.1.6 a 4.1.7.

MPP - mitochondriélni , processing” peptidasa (EC 3.4.24.64)
a-MPP - a-podjednotka MPP

B-MPP - B-podjednotka MPP

GRL - glycinova smyc¢ka a-MPP

IMP - peptidasa vnitfni membrany (EC 3.4.99)

MIP - mitochondriélni , intermediate” peptidasa (EC 3.4.24.59)
HPP - hydrogenosomalni , processing” peptidasa

a-HPP - a-podjednotka HPP

p-HPP - B-podjednotka HPP

p-HPP+ - B-podjednotka HPP s His-kotvou na C-konci

TOM - komplex translokasy vnéj$f membrany

TIM - komplex translokasy vnitfni membrany

NMR - nuklearni magneticka rezonance

MDH - malatdehydrogenasa

pMDH - prekurzor MDH (MDH se signdlni sekvenci)

AK - adenylatkinasa

pAK - prekurzor adenylatkinasy (AK se signélni sekvenci)
ALDH - potkani aldehydehydrogenasa
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