Abstrakt

Tyrosinhydroxylasa patii do skupiny hydroxylas aromatickych aminokyselin a katalyzuje
pocatecni krok biosyntézy katecholaminovych neuropienaSect. Tento enzym ma
homoteramerni strukturu a sklada se ze tfi strukturnich domén: N-koncové regula¢ni domény,
katalytické domény a C-koncové tetramerizacni domény. Aktivita tyrosinhydroxylasy je
regulovana fosforylaci a regulaci na Grovni exprese. Fosforylace Ser-19 umoziiuje navazani
proteinu 14-3-3, které ovliviuje strukturu regulacni domény a chrani ji pted jeji defosforylaci
a degradaci. Struktura regulacni domény je stale neznama, proto jsme se rozhodli pro jeji
objasnéni pomoci technik nukledrni magnetické rezonance. Byl optimalizovdn expresni a
purifikacni protokol regulaéni domény tyrosinhydroxylasy. Protein byl exprimovan jako fizni
protein obsahujici histidinovou kotvu na N-konci polypetidového fetézce. Purifikace se
sklddala ze dvou krokd: z niklové chelataéni chromatografie a gelové permeacni
chromatografie. Dynamicky rozptyl svétla a "H-NMR spektroskopie byly vyuzity k ovéfeni

monodisperzity proteinu a jeho mozného pouziti pro dalsi experimenty.



