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1 Uvod

Piedkladana disertacni prace je soucasti dlouhodobého projektu laboratofe RNDr. Veroniky
Obsilové, Ph.D., ktery se zabyva studiem enzymu neutrdini trehalasy (Nthl, EC 3.2.1.28)
pochézejiciho z kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae. V ramci tohoto projektu byl jiz diive
studovan mechanismus regulace enzymové aktivity Nth1 v zavislosti na jeji fosforylaci a vazbé
kvasniénych proteind 14-3-3 (Bmhl a Bmh2). V prubéhu tvorby této prace jsem se zabyvala
tlohou kationtti Ca®* pii aktivaci Nth1, protoZe pfesny molekularni mechanismus této interakce
nebyl doposud objasnén. Déle jsem se vénovala studiu strukturni podstaty celého procesu
regulace aktivity Nth1 prostiednictvim proteintt Bmh1 a/nebo kationti Ca®*.

Enzym Nthl hraje dtlezitou roli v obrannych reakcich kvasinek vi¢i nepiiznivym vliviim,
jako jsou zmény teplot, plisobeni oxidativniho stresu nebo toxickych latek. Pti tomto procesu
Nth1 hydrolyzuje neredukujici disacharid trehalosu za vzniku dvou molekul glukosy. Trehalosa
slouzi i v mnoha jinych organismech jako zdsobni sacharid a univerzalni ochrana vii¢i stresu.
Aktivita enzymu Nthl je regulovana fosforylaci pomoci proteinkinasy PKA a naslednou
vazbou protein Bmhl a Bmh2. K regulaci aktivity také pfispiva vazba kationti Ca®'
na Ca-vazebnou doménu Nthl. Tato doména se nachazi na N-koncové ¢asti proteinu Nthl a
obsahuje tzv. EF-hand motiv D**TDKNYQITIED'®, ktery je konzervovany mezi velkym
mnozstvim Ca-vazebnych proteind.

Doposud nebyla vyfeSena zadna struktura neutralni trehalasy pochazejici z eukaryotniho
organismu. NaSe data poskytuji uceleny strukturni pohled na mechanismus aktivace
kvasni¢ného enzymu Nthl a tak mohou slouZit k lep§imu porozuméni metabolismu trehalosy a

trehalas, ale 1 k pochopeni tlohy proteinti 14-3-3 v regulaci dalSich enzymt.



2 Literarni prehled

2.1 Trehalosa

Trehalosa (a-D-glukopyranosyl-a-D-glukopyranosid, viz obrazek 2.1, str. 9) je
neredukujici disacharid, ktery byl poprvé izolovan v roce 1832 z namelu zita (Wiggers 1832).
Své pojmenovani trehalosa ziskala v roce 1858, kdy ji Marcellin Berthelot izoloval jako
sladkou substanci (trehala manna) obsazené v kokonech brouki nosatcti (Wyatt a Kalf 1956).
V kvasinkéach rodu S. cerevisiae byla trehalosa objevena v roce 1925 (Koch a Koch 1925).
Tento disacharid byl déle nalezen v burikach rostlin, bakterii, hub, hmyzu a raznych
bezobratlych Zivo¢ichu, ale nebyl doposud nalezen u zadného ze savcia (Elbein 1974; Thevelein
1984).

Jednim z mechanismi produkce trehalosy je jeji syntéza z UDP-glukosy a glukosa-6-
fosfatu pomoci dvoustupriové reakce katalyzované komplexem trehalosa-6-fosfatsynthasy a
trehalosa-6-fosfatfosfatasy (Vandercammen et al. 1989; Londesborough a Vuorio 1991).
Produkce trehalosy je dale indukovana neptiznivymi zivotnimi podminkami, jako jsou sucho,
vysoké nebo naopak nizké teploty, oxidativni stres nebo plsobeni nejriznéj$ich toxickych
chemikalii.

Nashromazdéna trehalosa pfi stresovych podminkach patrné chrani proteiny a bunécné
membrany pred poSkozenim. Navic mize také v nekterych bunkach fungovat jako signalni
nebo regulaéni molekula, kterd spojuje metabolismus trehalosy s transportem glukosy a
glykolyzou. U n¢kolika druhti bakterii (pfedevS§im u aktinomycet) byla trehalosa objevena
Vv jejich bunéénych sténach, kde byla soucasti nékolika ruznych glykolipida (Elbein et al.
2003).

2.1.1 Funkce trehalosy

Hladiny trehalosy v bufikach se méni v zavislosti na fazi jejich rastového cyklu, piisunu
zivin a vnéjsich vlivech Zivotniho prostfedi. U hmyzu je trehalosa hlavni sloZzkou hemolymfy a
hrudnich svalti a je spotfebovavana predevsim pii létani (Becker et al. 1996). V piipad¢
houbovych spor jsou obsah trehalosy a jeji hydrolyza rozhodujici pii kliceni, kdy je vyuzivana
jako zdroj uhliku a produkované glukosa jako zdroj energie (Rousseau et al. 1972; Thevelein
1984).

Pfi studiu anhydrobiotickych organismu, které dokazi piezit bez vody desitky let, bylo
objeveno, Ze jejich spoleCnym znakem jsou vysoké koncentrace trehalosy uvnitf bunék.

Do skupiny takovychto organismii patii nékteré rostliny, kvasinky, spory hub, ale také



mikroskopiéti ZivoCichové jako hlistice, vifnici a cysty artémii (Leopold 1986; Crowe et al.
1984, 1992). Pti vyzkumu kvasinkovych kultur nachazejicich se v tzv. log-fazi, které obsahuji
nizké koncentrace trehalasy, bylo zjisténo, ze tyto kvasinky jsou velice citlivé k dehydrataci.
Naproti tomu kvasinky, které se nachazely ve staciondrni fazi svého ristového cyklu, ve které
jsou koncentrace trehalosy vyssi, projevily vyssi schopnost pteziti dehydratace. Tato schopnost
byla lepsi pii vyssich koncentracich nashromazdéné trehalosy (Gadd et al. 1987). Nasledné
bylo prokazano, Ze schopnost pieziti v pfitomnosti trehalosy neni zavisla na fazi ristu, ve které
se testované kvasinky nachazeji. Kvasinky nachazejici se v log-fazi vystavené teplotnimu Soku
zacCaly okamzité syntetizovat trehalosu a tim zvySily svoji schopnost piezit naslednou
dehydrataci (Hottiger et al. 1987). Schopnost anhydrobiotickych organismi piezit béhem
dehydratace patrné spociva v dovednosti trehalosy stabilizovat fosfolipidovou dvojvrstvu
bunéénych membran (Crowe et al. 1984; Rudolph et al. 1990). Trehalosa ma také ochranny
stabilizujici vliv na labilni proteiny behem procesu jejich suSeni. Mechanismus vazby
na proteiny je patrné¢ podobny mechanismu vazby na membrany — trehalosa se vaze pomoci
vodikovych vazeb mezi jejimi hydroxylovymi skupinami a polarnimi aminokyselinovymi
zbytky proteini (Carpenter a Crowe 1989).

Pii studiu kvasinek rodu S. cerevisiae bylo prokazano, Ze podnéty, které spoustéji tzv.
odezvu teplotniho Soku, také vyvolavaji akumulaci trehalosy. Dulezité in vivo a in vitro studie
prokazaly, ze trehalosa chrani buiiky kvasinek pied negativnimi vlivy vysokych teplot tim, ze
stabilizuje struktury proteinii a chrani je pfed denaturaci a agregaci denaturovanych proteint
(Bell et al. 1992; Singer a Lindquist 1998b).

Dalsi dulezitou vlastnosti trehalosy je jeji schopnost chranit bunky pfed negativnimi vlivy
kyslikovych radikalt. Pokud neni pfitomna trehalosa, nejsou bunécné proteiny chranény a
dochazi vlivem téchto radikalu k jejich poskozovani (Benaroudj et al. 2001).

Pii vyzkumu mutantnich forem bakterii E. coli, které nebyly schopné produkovat trehalosu,
se ukazalo, ze tyto bakterie pri teploté 4 °C umiraji mnohem rychleji nez jejich pfirozené
formy. Dalsi studie prokazaly, ze ochlazeni bakterialnich bunék z teploty 37 °C na teplotu
16 °C zpisobilo osmkrat vyssi nartst nitrobunééné hladiny trehalosy (Kandror et al. 2002).

Dals$i roli trehalosy tentokrat v ¥iSi rostlin je jeji funkce jako signalni molekuly nebo
rastového faktoru. Trehalosa nebo jeji metabolity patrné funguje u rostlin jako regulator rustu,
jak bylo potvrzeno pfi vyzkumu piedevsim u rostlin rodu Arabidopsis, kdy byla exprese genti
spoustéjicich syntézu trehalosy doprovazena ruznymi defekty ve vyvoji a rlstu téchto rostlin
(Vogel et al. 1998; Muiller et al. 1999, 2001).

Trehalosa byla také nalezena v bunéénych sténach nékterych bakterii, jako jsou napiiklad

mykobakterie nebo korynebakterie. Pravé u téchto druht je trehalosa zékladni slozkou
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glykolipidi jejich bunéné stény (Lederer 1976). Nejvice znamy a Siroce studovany je
trehalosovy lipid nazyvany cord-faktor (dimykolat trehalosy), ktery je soucasti buné¢nych stén
bakterii Mycobacterium tuberculosis. Tento glykolipid je povazovan za hlavni toxickou slozku
bunécéné stény mykobakterii a je zodpovédny za jeji nizkou propustnost a s tim spojovanou

vysokou rezistenci téchto bakterii k ptislusnym 1é¢ivam (Brennan a Nikaido 1995).

2.1.2 Vyznam trehalosy v kvasinkach rodu S. cerevisiae

V kvasinkach rodu S. cerevisiae je trehalosa jednim z hlavnich zdsobnich sacharidt a
zaujima 1 % az vice nez 23 % suSiny v zavislosti na ristovych podminkach a fazi bunééného
cyklu. Trehalosa se hlavné hromadi v pribéhu obdobi s potlacenym ristem napi. béhem
nedostatku dusiku, siry nebo fosforu (Lillie a Pringle 1980). Mnoho studii potvrdilo souvislost
mezi obsahem trehalosy v kvasniénych buikach a jejich odolnosti vii¢i teplotnim extrémim,
dehydrataci a cyklickému zamrazovani a rozmrazovani. Autoii téchto studii pfedpokladaji, ze
primarni funkce trehalosy v kvasinkach patrné nespoéiva v Uloze energetické rezervy, ale v jeji
uloze piiochrané¢ bunéénych membran a proteinii pti nizkych stavech intracelularni vody
(Crowe et al. 1984; Attfield 1987; Hottiger et al. 1987; Wiemken 1990). Schopnost trehalosy
chranit proteiny pfed denaturaci a ochrana dalSich bunécnych slozek in vitro, koreluje
s ochrannou funkci proti nejriznéjsim environmentalnim stresim in vivo (Hottiger et al. 1994;
De Virgilio et al. 1994). Mnoho dalsich studii ukazalo, ze hromadéni trehalosy indukované
subletalnimi stresy (omezeni pfisunu Zivin, dehydratace, nepfiznivé zmény teploty a tlaku nebo
pritomnost toxickych chemikalii) nebo nadmérnou expresi enzymu trehalosasynthasy,
umoziiuje lepsi preziti kvasinek za extrémnich podminek (Thevelein 1984; Ribeiro et al. 1997
Singer a Lindquist 1998b, 1998a; Nwaka a Holzer 1998; Soto et al. 1999).

2.2 Trehalasy

V roce 1893 byl v Aspergillus niger poprvé objeven enzym hydrolyzujici disacharid
trehalosu a nedlouho poté némecky chemik Hermann Emil Fischer popsal enzym katalyzujici
hydrolyzu trehalosy v kvasinkach rodu S. cerevisiae (Fischer 1895; Elbein et al. 2003).
Trehalasy byly zafazeny do rodiny glykosidovych hydrolas ozna¢ované Cislem 37 a v EC
systétmu jim byl pfitazen kod 3.2.1.28. Dodnes byly trehalasy (o,o-trehalosa-1-C-
glukohydrolasy) identifikovany v mnoha dal$ich organismech od hub a rostlin az po zivo¢isnou
isi (Elbein 1974). U savct véetné ¢loveéka byla trehalasa nalezena v membranach stfevnich
klkt a také v proximalnich tubulech ledvin (Dahlgvist 1968; Bergoz 1971; Yoneyama a Lever

1987). Trehalasy jsou jednoznaéné velice vyznamnymi enzymy. Porovnani téchto enzymu



pochazejicich z riznych organismui odhalilo vysokou konzervovanost primarnich sekvenci
v ramci evoluéniho vyvoje (Kopp et al. 1993, 1994; Nwaka a Holzer 1998).

V kvasinkach rodu S. cerevisiae muze byt trehalosa hydrolyzovana tfemi riznymi enzymy:
neutralnimi trehalasami Nth1l a Nth2 nebo kyselou trehalasou Athl. Nami studovana neutralni
trehalasa Nthl se nachazi v cytosolu a své maximalni enzymové aktivity dosahuje pii pH = 7,0.
Hydrolyza trehalosy je u kvasinek rozhodujici napiiklad pro uspésné zotaveni z nasledki
teplotniho Soku, po dlouhych obdobich sucha nebo pii plisobeni riznych toxickych chemikalii

(Wera et al. 1999; Elbein et al. 2003).

2.2.1 Hydrolyza trehalosy
Hydrolyza disacharidu trehalosy (a-D-glukopyranosyl-a-D-glukopyranosid) na dvé

molekuly glukosy (viz obrazek 2.1) je velice vyznamna a cGasto dokonce Zivotné dilezita
v mnoha Zivotnich funkcich riznych organismi, jako je napfiklad kli¢eni houbovych spor,
obnoveni rastu klidovych bunék nebo zisk energie pro let hmyzu (Nwaka a Holzer 1998;
Becker et al. 1996). Pravé trehalasy katalyzuji hydrolyzu jedné ze dvou glykosidovych vazeb

tohoto disacharidu, pfi¢emz dochazi k inverzi anomerni konfigurace (Defaye et al. 1983).

OH

N =N

HO +H,0 —> 2 OH
HON—/OH
OH HO
trehalosa glukosa

Obréazek 2.1: Hydrolytické Stépeni trehalosy (a-D-glukopyranosyl-a-D-glukopyranosid) na dvé
molekuly glukosy katalyzované trehalasami.

2.2.2 Lokalizace a vlastnosti kvasniénych trehalas

Pfi vyzkumu lokalizace enzymu trehalasy a jeho substratu trehalosy v kvasinkach bylo
zjisténo, ze po poruseni a centrifugaci jejich protoplastu, trehalasa zlstane rozpusténa
v supernatantu na rozdil od trehalosy, kterd zistane v peleté. Tato skute¢nost byla vysvétlena
ptedpokladem, Ze se trehalosa patrné vaze na cytoplazmatickou membranu a enzym trehalasa
nikoliv (Souza a Panek 1968).

Nasledné bylo prokazano, ze neutralni trehalasa se nachazi v bunétném cytosolu a

permanentné aktivni kyseld trehalasa se nachazi ve vakuolach (van Solingen a van der Plaat



1975; Wiemken a Schellenberg 1982; Keller et al. 1982). Kysela trehalasa Athl je maximalné
aktivni pfi pH = 4,5 na rozdil od neutralni trehalasy, jejiz fosforylovana forma ma pH optimum
pii pH = 7 (Londesborough a Varimo 1984; Mittenbuhler a Holzer 1988). V kvasinkach rodu
S. cerevisiae je aktivita neutralni trehalasy regulovana mnozstvim cAMP v jejich bunkach, coz
se dé&je prostiednictvim fosforylace pomoci cAMP-dependentni proteinkinasy (PKA) (van der
Plaat 1974; van Solingen a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer
1989).

Pii porovnavani vlastnosti kvasniénych trehalas strehalasami z jinych organismt bylo
zjisténo, Ze ostatni trehalasy jsou patrné méné regulovatelné a Ze jejich pH optimum je vétSinou
kyselé. Navic doposud nebyla u zadné znich prokdzana kontrola aktivity prostiednictvim
fosforylace pomoci PKA. Ptikladem mohou byt trehalasy z bakterii E. coli (Gutierrez et al.
1989; Tourinho-dos-Santos et al. 1994), ze saméich ptidatnych pohlavnich zlaz potemnika
moucného (Takiguchi et al. 1992), ze stfedniho stfeva larev bource morusového (Su et al.
1993), z cvréka domaciho (Teo a Woodring 1993) a z ledvin a resorp¢nich bunék tenkého
stieva kralika (Galand 1984; Ruf et al. 1990).

2.2.3 Isoformy kvasniénych trehalas

V roce 1993 byl u kvasinek rodu S. cerevisiae poprvé popsan gen NTH1 (Kopp et al. 1993)
a dale byl objeven i jeho N-koncovy piesah obsahujici potencialni fosforyla¢ni mista pro PKA
(Wolfe a Lohan 1994; Kopp et al. 1994).

Nasledné byl popsan také gen NTH2, ktery je vysoce homologni s genem NTHL, ale jehoz
funkce je doposud nepiili§ objasnéna (Wolfe a Lohan 1994; Nwaka et al. 1995). NTH1 a NTH2
jsou tedy dva rozdilné geny, pti¢emz gen NTH2 je ze 72 % shodny s nukleotidovou sekvenci
genu NTH1 a protein produkovany na zakladé genu NTH2 je ze 77 % identicky
s aminokyselinovou sekvenci proteinu Nth1l. Protein Nth2 také obsahuje N-koncovy ptesah a
ptipadna fosforyla¢ni mista pro PKA (Kopp et al. 1994; Wolfe a Lohan 1994). Pii deleci genu
NTH2 v kvasinkdch rodu S. cerevisiae nebyl pozorovdn zadny dramaticky vliv
na metabolismus trehalosy — neprokazaly se zadné zmény trehalasové aktivity ani zmény
v koncentraci trehalosy. Naproti tomu se vSak objevila horsi schopnost reakce na teplotni Sok
(Nwaka et al. 1995). Bylo také zjisténo, ze enzymova aktivita Nth2 se zvySuje v pfitomnosti
extracelularni trehalosy (Jules et al. 2008).

Kysela trehalasa Athl je kddovana genem ATH1 a pojmenovana diky svému niz§imu
pH optimu (maximalni enzymové aktivity dosahuje pii pH = 4,5). Athl vykazuje pouze nizkou
sekvenéni homologii s Nthl a je dulezita pfi ristu kvasinek na médiich obsahujicich trehalosu
jako zdroj uhliku (Nwaka et al. 1996a).
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Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole, porovnani aminokyselinovych sekvenci trehalas
Z riznych organismt odhalilo, Ze kvasni¢né neutralni trehalasy Nth1 a Nth2 (z kvasinek rodu
S. cerevisiae a K. lactis) se od sekvenci z ostatnich organismu lisi vyrazné delsi N-koncovou
oblasti (Nwaka a Holzer 1998). Toto prodlouzeni N-koncové oblasti ma svij vyznam
pfiregulaci aktivity téchto dvou enzymu cAMP-dependentni fosforylaci pomoci PKA a
naslednou vazbou kvasni¢nych proteini 14-3-3 (Bmhl a Bmh2) (Uno et al. 1983; Ortiz et al.
1983; van der Plaat 1974; Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012).

224 Kvasniéna neutralni trehalasa Nth1l

V kvasinkéach rodu S. cerevisiae byl enzym hydrolyzujici trehalosu poprvé identifikovan
vroce 1895 (Fischer 1895). Avsak az téméf o sto let pozdé¢ji vroce 1982 byla popsana
inaktivni forma trehalasy (tzv. zymogen) a bylo odhaleno, ze aktivita tohoto enzymu je zavisla
cAMP-dependentni fosforylaci (Thevelein 1984). Bylo také zjisténo, ze defosforylace
vypurifikované fosforylované Nth1 pomoci alkalické fosfatasy zptisobuje kompletni deaktivaci
Nth1, zatimco refosforylace inkubaci s PKA a ATP zptsobuje obnoveni aktivity Nth1 (App a
Holzer 1989).

Jak jiz bylo popsano v ptedchozich kapitolach, neutrdlni trehalasa Nthl se nachazi
v cytosolu na rozdil od kyselé trehalasy Athl, ktera byla lokalizovana ve vakuolach
(Londesborough a VVarimo 1984). Pii prvnich purifikacich a separacich na nedenaturujicim gelu
vykazovala Nthl molekulovou hmotnost 160 kDa a v piipadé separace pomoci denaturujici
SDS-PAGE byla jeji hmotnost stanovena na piiblizné 80 kDa (App a Holzer 1989).

Pii testovani substratové specifity byla vhodnym substratem pro enzym Nthl pouze
trehalosa. Testované disacharidy cellobiosu, maltosu, laktosu, sacharosu, rafinosu a melibiosu
tento enzym nehydrolyzoval. Prvni stanovend Michaelisova konstanta (K;) enzymu Nthl
pro trehalosu byla 35 mM a jeji nizka hladina byla zdivodnéna tim, Ze trehalosa zaujima 23 %
kvasni¢né suSiny. Piedpokladd se tedy, ze trehalasa ma velkou fyziologickou dilezitost
pii udrZzovani nebo sniZzovani koncentrace trehalosy v burikach kvasinek (Dellamora-Ortiz et al.
1986; App a Holzer 1989).

Pii dalSich studiich kinetiky procesu hydrolyzy trehalosy bylo zjisténo, ze K, pNthl
pro trehalosu v pfitomnosti proteinu 14-3-3, pii pH = 7,5 a teploté¢ 30 °C dosahuje hodnoty
8+ 1mM a Ze &islo premény (Kez) je rovno 714 s™" (KoK = 8,9 s mM™). Tyto hodnoty
jsou srovnatelné s dalsimi diive publikovanymi hodnotami K, které se pohybovaly v rozmezi
5az 10 mM (Avigad et al. 1965; Londesborough a Varimo 1984; Dellamora-Ortiz et al. 1986).
Pii méfenich probihajicich za stejnych podminek, ale v pfitomnosti kationti Ca®* o vysledné

koncentraci 5 mM, byla hodnota Ky, rovna 3,6 + 0,7 mM a hodnota K.y rovna 42 + 2 s~ (KeaKnm
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= 11,7 s' mM™). Tyto vysledky prokazaly, Ze vazba proteinu 14-3-3 vyrazné zvysuje &islo
premény pNthl (pfiblizné 11x) a ve srovnani s aktivitou pNth1 indukovanou pouze pfitomnosti
kationtéi Ca**. Navic pfi testech pomoci AUC bylo prokazano, e kationty Ca®* neovliviiuji
monomerni stav proteinu Nthl a tak vy$si aktivita naméfena v soucasné pritomnosti proteinil
14-3-3 a kationti Ca*" nemiiZe souviset se zmé&nou oligomerniho stavu Nthl (Veisova et al.
2012).

2.2.5 Funkce kvasniénych neutralnich trehalas

V kvasinkach rodu S. cerevisiae je neutralni trehalasa Nth1l velice vyznamnym enzymem,
protoze bylo dokazano, Ze trehalosa v nich pisobi jako regulator metabolismu a ovliviiuje také
aktivitu klicovych enzymu, jako je naptiklad hexokinasa (Nwaka a Holzer 1998). Pierusenim
vegetaéniho klidu riznych kvasinkovych a houbovych spor pomoci teplotniho Soku (Van
Assche et al. 1972) nebo piidavku glukosy (van der Plaat 1974; Thevelein et al. 1982) dochazi
k prudkému vzrustu aktivity trehalasy. Pfi¢emz aktivace trehalasy glukosou je reverzibilni
proces (Thevelein a Jones 1983).

Po teplotnim Soku se zvySuje exprese NTH1 genu a to se projevuje jak na hladiné ptislusné
mRNA, tak i1 v intenzit¢ enzymové aktivity Nthl. Soucasné¢ se zvySuje exprese
trehalosasynthasy a simultanné vzrusta koncentrace trehalosy (Nwaka et al. 1995, 1996b). Tyto
zdanlivé marné cyklické pfemény trehalosy béhem teplotniho stresu jsou patrné nezbytné
pro udrzeni konstantni koncentrace glukosy v cytosolu (Hottiger et al. 1987). Predpoklada se,
7e glukosa ziskana z trehalosy miZe byt nezbytna pro pieziti teplotniho Soku (Nwaka et al.
1995, 1996b). Navic trehalosa béhem vysokych teplot udrzuje proteiny a membrany v jejich
nativnim stavu a snizuje agregaci proteini. AvSak pro Uplnou obnovu po teplotnim Soku je
nutna také degradace trehalosy (Singer a Lindquist 1998b).

Exprese genu NTH1 je také indukovana chemickymi stresy vyvolanymi chemikaliemi, jako
jsou H,0, (oxidativni stres), cykloheximid (inhibice proteosyntézy), CuSO, a NaAsO, (toxické
chemikalie). Je tedy mozné piedpokladat ucast Nthl na obrannych mechanismech proti vlivu
oxidativniho stresu a toxickych latek. Naproti tomu ptitomnost NaCl nezpiisobuje zadny vzrist
jeji exprese a aktivity Nthl, z ¢ehoz vyplyva, ze se nepodili na procesech odpovidajicich

za osmoticky stres (Zahringer et al. 1997).

2.2.6 Primarni struktura neutralni trehalasy Nthl

Primarni struktura neutralni trehalasy Nthl pochazejici z kvasinek rodu S. cerevisiae je
charakteristicka dvéma konzervovanymi doménami a neuspofadanym N-koncem, ktery se lisi

od N-konct neutralnich trehalas pochazejicich z jinych organismii a navic obsahuje kli¢ova
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fosforyla¢ni mista. Prostiednictvim PKA jsou fosforylované &tyii serinové zbytky S20, S21,
S60 a S83 (App a Holzer 1989; Kopp et al. 1993, 1994; Nwaka et al. 1995; Veisova et al.
2012). V N-koncové ¢asti jsou soucasné umistény také specifické vazebné motivy pro protein
14-3-3, zahrnujici pfislusné fosforylované seriny (Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012).
Naproti tomu katalytickd doména (sekvence 163—721) obsahujici aktivni centrum enzymu je
mezi jednotlivymi neutralnimi trehalasami vysoce konzervovana (Amaral et al. 1997). Schéma
priméarni struktury enzymu Nth1 se nachazi na obrazku 2.2.

RRLS2°S21LS
RTMSS°VF RRGS®3ED

163 - 721 katalyticka doména —|
751

o

105 - 135 Ca-vazebna doména
TLNELLAAED ' **“TDKNYQITIED **TGPKVLKVGT

Obréazek 2.2: Schéma primarni struktury neutralni trehalasy Nth1l pochazejici z kvasinek rodu
S. cerevisiae. N-koncovd éast Nthl (oranzZova barva) obsahuje ctyri fosforylacni mista pro PKA
(S20, S21, S60 a S83). Relativni pozice vazebnych mist pro vazbu proteinu 14-3-3 jsou S60 a
S83. Na stejném konci se nachazi i konzervovand Ca-vazebna doména (modra barva), ktera
nese vazebné misto pro kationty Ca’* tzv. EF-hand motiv (sekvence DI114—D125). Vysoce

konzervovana katalyticka doména (sekvence 163—721) je vyznacena zelené.

Dalsi doménou Nthl je konzervovana Ca-vazebnd doména (sekvence 105—135), ktera se
nachazi na N-konci tohoto enzymu a obsahuje vazebné misto pro kationty Ca®*. Tento
Ca-vazebny motiv je svou strukturou velice podobny mistam, kterd obsahuji i jiné enzymy
vazici vapnik. Typickym motivem téchto proteint je tzv. EF-hand motiv (sekvence 114—125,
viz kapitola 2.2.10, str. 17) (Davis et al. 1986; Babu et al. 1988; Geiser et al. 1991; Amaral et
al. 1997; Eck et al. 1997; Soto et al. 1999; Franco et al. 2003).

2.2.7 Krystaloveé struktury neutralni trehalasy z E. coli

Ptestoze bylo v roding glykosidovych hydrolas 37 (GH37) Klasifikovano ptiblizné 130
otevienych Ctecich ramcti, doposud byla uvefejnéna trojrozmérna struktura pouze jednoho
enzymu z této rodiny. Touto strukturou je krystalova struktura periplasmatické trehalasy
Tre37A pochazejici z bakterii kmene E. coli (viz obrazek 2.3, str. 14), kterd vznikla v ramci
vyvoje a vyzkumu trehalasovych inhibitorti — potencialnich novych insekticida (Gibson et al.
2007).
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Struktura trehalasy Tre37A obsahuje tzv. (a/o)s barel — strukturu podobnou strukturam
dalsich a-thoroidalnich glykosidas, jako jsou naptiklad GH94 chitobiosa-fosforylasa (Hidaka et
al. 2004), GH15 glukoamylasa (Aleshin et al. 1994) nebo GH65 maltosa-fosforylasa (Egloff et
al. 2001). Vsechny tyto enzymy patii do rodiny glukoamylas a katalyzuji reakce spocivajici
Vv inverzi anomerni konfigurace substratu, stejnym zptsobem jakym funguje trehalasa Tre37A
(Gibson et al. 2007). Jak je vidét na krystalové struktuie trehalasy Tre37A jeji aktivni centrum
je ukryté uvnitf jeji celkové struktury. Proto je pro pfistup substratu a ochod produktu

z aktivniho centra enzymu pravdépodobn¢ nutna vyrazna konformacni zména celé této oblasti.

Obrazek 2.3: Stuzkovd reprezentace krystalové struktury Tre37A v komplexu validoxylaminem
A (VDM) (2JF4, vlevo) a v komplexu s 1-thiatrehazolinem (2JGO, vpravo). Aminokyselinové
zbytky, které zastavaji roli kyseliny (Asp312) a bdze (Glu496) pri hydrolyze substratu jsou
znazornény cervenou barvou. Pro tvorbu obrazki byly pouzit program PyMOL

(www.pymol.org) a struktury 2JF4 a 2JG0 z PDB (Gibson et al. 2007).

Ob¢ struktury poslouzily také pifi vyzkumu mechanismu hydrolyzy trehalosy
prostiednictvim trehalas. Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.2.1 (viz str. 9) glykosidova
hydrolyza je spojené s inverzi anomerni konfigurace a probiha podle kanonického mechanismu,
ktery zahrnuje nukleofilni atak substratu molekulou vody. Piedpoklada se, Ze zbytek kyseliny
asparagové (Asp312) hraje pii hydrolytické reakci roli kyseliny a zbytek kyseliny glutamové
(E496) naopak roli Brgnstedovy zasady (Defaye et al. 1983; Gibson et al. 2007).
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2.2.8 Regulace aktivity neutralni trehalasy Nth1

Aktivita Nth1 je regulovana kombinovanym vlivem n&kolika faktorti: vazbou kationtti Ca®*
(Franco et al. 2003), aktivaci pomoci fosforylace cAMP-dependentni proteinkinasou (PKA)
(Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983), naslednou vazbou kvasni¢nych proteinti 14-3-3 (Bmh1l a
Bmh2) (Z&hringer et al. 1997; Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012), inhibici vazby proteinu
14-3-3 proteinem Dcsl (Liu et al. 2002; De Mesquita et al. 2003; Schepers et al. 2012) a také
naptiklad koncentraci celularni glukosy (Pernambuco et al. 1996).

V roce 1984 bylo prokazano, ze neutralni trehalasa Nth1l pochazejici z kvasinek rodu
S. cerevisiae potiebuje pro svoji aktivitu kationty Ca®* nebo Mn?*, na rozdil od kyselé trehalasy
Athl (Londesborough a Varimo 1984). Regulace enzymové aktivity neutralni trehalasy
prostfednictvim kationtd Ca** byla odhalena v roce 2003 také u kvasinek rodu S. pombe
(Franco et al. 2003), kdy byl u téchto kvasinek objeven konzervovany Ca-vazebny motiv, ktery
je rovnéz piitomny u kvasinek rodu S. cerevisiae (viz kapitola 2.2.10, str. 17).

Ovliviovani aktivity Nth1 prostfednictvim fosforylace pomoci PKA je dobrym piikladem
reciproké regulace degradace a syntézy. Pfi tomto procesu je trehalosa-6-fosfatasasynthasa
inaktivovana cAMP-dependentni fosforylaci a znovu aktivovana defosforylaci (Panek et al.
1987). Coz je v souladu s degradaci trehalosy pomoci neutralni trehalasy aktivované cAMP-
dependentni fosforylaci a inaktivované defosforylaci (van Solingen a van der swar 1975;
Londesborough a Varimo 1984; Ortiz et al. 1983; App a Holzer 1989)

Vyzkum provadény van Heusdenem mezi roky 2006 a 2009 potvrdil, ze se v buiikach
kvasinek rodu S. cerevisiae se nachazeji dva typy genu pro proteiny 14-3-3 (BMH1 a BMH2),
které jsou vysoce homologni a také esencialni ve vétSiné laboratornich kmenu (van Heusden a
Steensma 2006; van Heusden 2009). Studium vlivu proteini 14-3-3 na aktivitu pNthl
prokazalo, Ze vazba proteini 14-3-3 vyrazné zvySuje aktivitu pNthl. A zaroven bylo zjisténo,
7e aktivace proteinem 14-3-3 je mnohem u&inné&jsi nez aktivace kationty Ca®* (viz kapitoly
2.2.10a2.3.8, str. 17 a str. 31) (Veisova et al. 2012).

K dal§imu zasadnimu pralomu pfi studiu regulace aktivity Nth1 doslo pfi in vivo pokusech,
kdy byl identifikovan také jiny regulaéni mechanismus aktivace trehalasy, ktery neprobihal
prostfednictvim proteini 14-3-3. Byla nalezena souvislost mezi proteinem Dcsl (enzym
odstranujici ¢epi¢ku z konce mRNA) a inhibici aktivity fosforylované pNthl. Enzym Dcsl,
jehoz molekularni hmotnost je cca 40 kDa, nejen Ze inhibuje aktivitu pNthl, ale také patrné
reguluje jeji expresi a tak funguje jako preventivni opatieni zbyte¢né cyklické syntézy a

degradace trehalosy. Predpoklada se, Ze vazba proteinu Dcsl na pNthl brani vazbé proteinu
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14-3-3 na pNth1 a tim blokuje jeji aktivaci (Liu et al. 2002; De Mesquita et al. 2003; Schepers
etal. 2012).

Pti vyzkumu dvou signélnich drah z&vislych na koncentraci glukosy, které se mezi sebou
li$i zavislosti na fosforylaci glukosy, bylo objeveno, Ze tyto dvé drahy v sob€ zahrnuji také

aktivaci enzymu trehalasy (Pernambuco et al. 1996).

2.2.9 Vyznam fosforylace pfi regulaci aktivity Nth1

V kvasinkach rodu S. cerevisiae je aktivita neaktivniho zymogenu trehalasy iniciovana
fosforylaci pomoci cAMP-dependentni proteinkinasy (PKA) (van der Plaat 1974; van Solingen
a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer 1989). App a Holzer
jako prvni dokézali izolovat a charakterizovat Cisty enzym neutralni trehalasy a identifikovali
serin, jako aminokyselinu fosforylovanou pomoci PKA (App a Holzer 1989). Bylo prokazano,
ze cAMP-dependentni proteinkinasa (PKA) v kvasni¢ném extraktu zvySuje enzymovou aktivitu
trehalasy (Uno et al. 1983; App a Holzer 1989). Dale bylo prokazano, ze Nth1l obsahuje 17
potencialnich mist pro PKA a Ze jeji aktivace souvisi s fosforylaci vice nez jednoho serinového
zbytku. Jako kli¢ové byly oznaceny S20, S21 a S83 (Wera et al. 1999).

Analyza fosfoproteint z bunééného lyzatu kvasinek rodu S. cerevisiae pomoci MS odhalila
serinové zbytky S21, S23 a S83, jako mista fosforylovana in vivo. S23 byl pfitom oznacen jako
cil jiné proteasy nez PKA (Ficarro et al. 2002).

Pfi rozsahlém vyzkumu vyznamu proteind 14-3-3 bylo odhaleno, ze mnoho jejich
vazebnych partnertl je fosforylovano na nékolika aminokyselinovych zbytcich najednou. Velmi
Casto jsou poté pii interakci s proteinem 14-3-3 zahrnuty soucasné dva takové fosforylované
vazebné motivy (Yaffe 2002). Bylo prokazano, Ze i Nthl je fosforylovana pomoci PKA
na nékolika mistech a nasledné interaguje s kvasniénymi proteiny 14-3-3, coz vede K jeji
aktivaci doneddvna neobjasnénym mechanismem (Panni et al. 2008). V prvni studii se
piedpokladalo, ze interakce mezi pNthl a proteiny 14-3-3 je zprostfedkovana fosforylaci
serinovych zbytki S21 a S23 pochézejicich z N-koncové ¢asti Nth1 (Panni et al. 2008). Tato
hypotéza byla vyvracena studiemi provadénymi v na$i laboratofi, kterda jako klicova
fosforyla¢ni mista odhalila S60 a S83. Rozdilné zavéry prvni studie byly pravdépodobné
14-3-3 pouzivany pouze kratké syntetické fosfopeptidy. Naproti tomu pii experimentech
provadénych v nasi laboratofi byly pouZzity jedno nebo dvojité fosforylované mutantni formy
pNthl, pticemz délka testovaného enzymu odpovidala jeho pfirozené formé (Veisova et al.
2012).
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V dob¢, kdy jesté nebyla identita a role jednotlivych mist fosforylovanych pomoci PKA
odhalena, byla publikovana dalsi prace, kde byly k objasnéni téchto neznamych pouzity také
fosfospecifické protilatky. Ty pak prokazaly, ze aktivace trehalasy prostfednictvim glukosy a
dusiku in vivo je spojena s fosforylaci S21 a S83. Je nutné poznamenat, ze v této studii nebyly
pouzity fosfospecifické protilatky anti-pSer20 a anti-pSer60, protoze nedokazaly rozlisit mezi
fosforylovanou a nefosforylovanou formou Nthl (Schepers et al. 2012).

Analyza fosforylovaného enzymu Nthl pomoci MS (provedena nasi skupinou) odhalila
na neusporadaném N-konci tohoto rekombinantniho proteinu ¢tyfi serinové zbytky (S20, S21,
S60 a S83) fosforylované pomoci PKA invitro (Veisova et al. 2012). Vyznam jednotlivych
fosforyla¢nich mist byl nasledné studovan pomoci cilené bodové mutageneze a bylo odhaleno,
ze serinové zbytky S60 a S83 jsou primarné zodpovédné za aktivaci Nthl zavislou
na fosforylaci pomoci PKA a nasledné vazb¢ proteinti 14-3-3. Tato skute¢nost byla potvrzena
jak stanovenim enzymové aktivity in vitro, tak aktiva¢nimi studiemi provadénymi
na mutantnich forméch in vivo (Veisova et al. 2012). Méfeni enzymové aktivity odhalilo, Ze
pro plnou aktivaci enzymu a pro vazbu proteinu 14-3-3 je nutna fosforylace alesponi jednoho
z téchto dvou fosforyla¢nich mist (bud’ S60 anebo S83).

2.2.10 Vliv kationti Ca** na aktivitu neutralni trehalasy

Pii prvnich studiich regulace aktivity neutréalni trehalasy Nth1l pochazejici z kvasinek rodu
S. cerevisiae, bylo zjisténo, 7e aktivita tohoto enzymu je zavisla na pritomnosti kationtéi Ca®*
nebo Mn?*, ne vsak na pfitomnosti kationti Mg”* a je inhibovéna p¥itomnosti chelataénich
¢inidel, jako jsou EDTA nebo EGTA (Londesborough a Varimo 1984; App a Holzer 1989;
Amaral et al. 1997; Soto et al. 1998).

Pti podrobn&jsim zkoumani mechanismu, kterym je pii teplotnim Soku indukovéana
akumulace trehalosy v kvasinkéach rodu S. cerevisiae bylo zjisténo, ze v nepiitomnosti kationtl
Ca” nevykazuji Athl ani pNthl téméf 7adnou enzymovou aktivitu. Ukazalo se také, Ze
koncentrace kationtti Ca®* potfebnd pro dosazeni poloviny maximalni aktivity se zvysuje
se zvySujici se teplotou. Pi teploté 30 °C byla potieba piitomnost kationti Ca®* 0 koncentraci
1 uM a pii teploté 40 °C musela byt koncentrace kationtti Ca®* zvysena na 20 uM pro dosaZeni
poloviny maximalni enzymové aktivity pNth1 (Neves a Frangois 1992).

Dale bylo prokazano, ze aktivace kvasni¢né neutralni trehalasy za riznych podminek zavisi
na kationtech Ca** navazanych pies specificky vazebny motiv (Franco et al. 2003). Tento
vazebny motiv se oznaCuje jako EF-hand (viz obrazek 2.4, str. 18, vlevo) a je obsazeny
v konzervované Ca-vazebné doméné¢. U kvasinek rodu S. pombe zodpovidaji za koordina¢ni

vazbu vapniku zbytky kyseliny asparagové (D97, D99 a D108) (Franco et al. 2003).
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V piipadé Nthl z kvasinek rodu S. cerevisiae se konzervovana Ca-vazebna doména tohoto
enzymu nachazi v oblasti primarni sekvence 105—135, tedy na N-konci Nthl. Tzv. EF-hand
motiv (sekvence 114—125) (viz obrézek 2.4, vpravo) umistény v této doméné je svou strukturou
velice podobny misttim, ktera obsahuji i jiné enzymy vazici vapnik (Davis et al. 1986; Babu et
al. 1988; Geiser et al. 1991; Amaral et al. 1997; Eck et al. 1997; Soto et al. 1999; Franco et al.
2003). Pro koordinaéni vazbu kationtu Ca®* jsou patrné klicové aminokyselinové zbytky
umisténé na konzervovanych pozicich tohoto motivu (D114, D116, N118 a D125).

D14 —-T-D-K-N-Y-Q-I-T-I-E-D125

1 2345678910110

Obrézek 2.4: Uskupeni helix-smycka-helix tzv. EF-hand motiv je konzervované u velkého
mnozstvi Ca-vazebnych proteinii (E-helix Zlute, F-helix modre, kationt Ca** zelené). Schéma
EF-hand motivu z levé cdsti obrazku bylo prevzato z (Berg et al. 2002). Vpravo je stuzkovy
model a primarni sekvence EF-hand motivu z Nth1. Pro koordinacni vazbu kationtu Ca** jsou
rozhodujici aminokyselinové zbytky D114, D116, N118 a D125 umisténé na konzervovanych
pozicich tohoto motivu. Model byl vyroben pomoci programu Modeler verze 9.12 (Eswar et al.
2007) na zdkladé struktury EF-hand motivu kalmodulinu (PDB koéd 1EXR) (Wilson a Brunger
2000).

Pti vyzkumu neutralni trehalasy z kvasinek rodu S. pombe bylo zjisténo, Ze na rozdil
od neutrélnich trehalas z kvasinek rodu S. cerevisiae a K. lactis, nezvySuje svoji enzymovou
aktivitu v p¥itomnosti kationti Ca?* (Londesborough a Varimo 1984; Amaral et al. 1997;
Franco et al. 2003). Avsak stejné jako u trehalas ze zminénych druhii kvasinek, snizuje svoji
aktivitu v pfitomnosti chelata¢nich &inidel. Zd4 se tedy, Ze kationty Ca?* jsou v ptipadé
neutrdini trehalasy zS. pombe, spiSe esencialni a integralni slozkou aktivni formy tohoto
enzymu. Pfi dal§im vyzkumu tohoto enzymu byla vénovana pozornost tzv. EF-hand motivu,
ktery byl objeven nejdiive u neutralnich trehalas z kvasinek rodu S. cerevisiae a K. lactis
(Amaral et al. 1997) a nasledné i u dal$ich druht, kterymi byly S. pombe, Candida albicans,
Aspergillus nidulans a Neurospora crassa (d” Enfert et al. 1999; Eck et al. 1997; Soto et al.
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1998). Nicméné piesna funkce tohoto motivu nebyla objasnéna. U znamych Ca-vazebnych
proteint, jako je napiiklad kalmodulin, se tento vazebny motiv vyskytuje Casto v parech a
vyznaduje se kooperativni vazbou kationtd Ca®*. Pokud dojde mutaci zbytkd kyselin
asparagovych na klicovych pozicich tohoto motivu (pozice 1 a 12), je vazba kationtil Ca*
dramaticky snizena, anebo neni viibec mozna (Rashidi et al. 1999). Navic bylo prokazano, ze
kyselé aminokyselinové zbytky napozicich 3, 5, a 9 v EF-hand motivu zastavaji také
rozhodujici roli pii vazb& kationtd Ca*" na tento motiv. Pfi zmén& aminokyselinovych zbytka
na téchto pozicich nebo v jejich t&sné blizkosti dochazi k poklesu afinity pro kationty Ca®*
(Starovasnik et al. 1992; Chandra et al. 1994).

Neutrdlni trehalasy pochézejici zriznych druhti kvasinek nesou zbytky kyseliny
asparagové na konzervovanych pozicich 1, 3 a 12 v ramci svého EF-hand motivu. V piipadé
neutréalni trehalasy pochézejici z S. pombe bylo poprvé fyzicky dokazano, Ze se kationty Ca**
opravdu vazi na tento enzym (pfestoze s mnohem mensi afinitou, nez je tomu napiiklad
u kalmodulinu). Navic pomoci cilené bodové mutageneze bylo dokazano, Ze se kationty Ca*
vazi na neutrdlni trehalasu opravdu pies zbytky kyselin asparagovych, které se nachazeji
v EF-hand motivu. V ptipadé neschopnosti vazat kationty Ca** navic dolo u neutralni trehalasy
pochézejici zS. pombe ke ztraté enzymové aktivity. Autofi této studie se na zakladé
dosazenych vysledkéi domnivali, 7e kationty Ca®" ovliviiuji aktivitu trehalasy tim, Ze jsou
nedilnou soucasti aktivni formy tohoto enzymu. Jejich hypotéza byla také ve shodé se
skutecnosti, ze zmeény v Ca-vazebném misté mély za nasledek chybnou oligomerizaci proteinu
a ztratu aktivity (Soto et al. 2002; Franco et al. 2003). Piedpoklada se, aktivni forma neutralni
trehalasy pochéazejici z S. pombe tvofi dimery nebo trimery (Londesborough a Varimo 1984;
Soto et al. 2002). Zda se tedy, e vazba kationt Ca” je prerekvizitou pro in vivo aktivaci
neutralni trehalasy pochazejici z S. pombe indukovanou glukosou a stresem. Je také mozné, Ze
je tento enzym nejprve fosforylovan, ale dokud se na n&j nenavaze Ca*, tak neni schopny tvofit
oligomerni formy (Franco et al. 2003).

Po zjisténi, Ze aktivace trehalasy zpusobena teplotnim Sokem u kvasinek rodu S. cerevisiae
je podminéna odstranénim endogenniho inhibitorového proteinu, ktery patrné brani fosforylaci
tohoto enzymu pomoci PKA a jeho nésledné aktivaci (De Mesquita et al. 2003). Byl navrzen
model regulace neutralni trehalasy prostiednictvim kationtd Ca®*, ktery zahrnuje fosforylaci
(prostiednictvim Ca?**/kalmodulin-dependentni proteinkinasy) tohoto proteinu asociovaného
s neutralni trehalasou. Tato fosforylace nasledné indukuje disociaci efektorového proteinu
ze struktury neutrélni trehalasy a tim umoznuje jeji fosforylaci prostiednictvim PKA. Je tedy
pravdépodobné, e kationty Ca®* pii regulaci aktivity neutralni trehalasy pochazejici

z S. cerevisiae funguji v souladu s cAMP-dependentni signalni drahou (Souza et al. 2002).
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Av8ak v pfipadé neutrdlni trehalasy pochéazejici z S. pombe je mnohem pravdépodobnéjsi,
jednoducha role kationtti Ca®* zaloZend na pHimém strukturnim vlivu jejich vazby na tento
enzym. Bylo také dokazano, Ze strukturni integrita Ca-vazebného mista je kli¢ova pro aktivaci
tohoto enzymu vyvolanou stresem (Franco et al. 2003).

Pfi dalsich vyzkumech G&inka kationtd Ca** na enzymovou aktivitu Nthl pochazejici
z S. cerevisiae pii in vitro pokusech, byla pozorovana pouze mirnd aktivace pNthl kationty
Ca® a zadny efekt na vznik oligomernich stavi. Naproti tomu aktivace prostiednictvim
proteinti 14-3-3 je mnohem G&inn&j§i v porovnani s aktivaci prostiednictvim kationti Ca®,
ktera je béznym zplUsobem aktivace u trehalas pochazejicich zjinych druhli organismt
(Veisova et al. 2012).

Na zakladé¢ provedenych studii byly vysloveny dalsi hypotézy o dvou odliSnych
mechanismech, jakymi je aktivovan enzym pNthl prostfednictvim proteinit 14-3-3 a kationtt
Ca’®*. Ca-vazebna doména Nth1 obsahujici EF-hand motiv vazajici kationty Ca®* je umisténa
mezi katalytickou doménou tohoto enzymu a N-koncovou nestrukturni oblasti obsahujici
fosforyla¢ni mista pro PKA a vazebné motivy pro protein 14-3-3 (viz obrézek 2.2, str. 13).
Diky této poloze Ca-vazebné domény, se piepokladalo, 7e vazba kationti Ca®* miize n&jakym
zpusobem modulovat interakci mezi proteinem 14-3-3 a pNthl a ovlivnit tak také enzymovou
aktivitu pNthl (Veisova et al. 2012).

2.2.11 Funkce trehalas u savcu

U savct veetné Clovéka byla trehalasa nalezena v membranach stfevnich klka (Dahlqgvist
1968; Bergoz 1971), kde katalyzuje hydrolyzu trehalosy ziskané z potravy. Avsak je nutné
zd@raznit, ze prestoze je trehalosa v prirodé prakticky vSudypfitomna, davky trehalosy
pfijimané potravou jsou velice nizké. Typické servirované porce hub vétSinou neobsahuji vice
nez 6 g tohoto disacharidu (Arola et al. 1999). Role stievnich trehalas byla potvrzena zjisténim
souvislosti mezi prijmovymi onemocnénimi a trehalasovou deficienci ve stievech zkoumanych
jedincu. Trehalasova deficience byla nalezena naptiklad u 8 % gronskych Inuitt, ale jinak je
ve svétové populaci velice vzacna (Madzarovova-Nohejlova 1973; Ruf et al. 1990; Arola et al.
1999; Murray et al. 2000). Snizené aktivity stievni laktasy a trehalasy byly také nalezeny u lidi
zavislych na nikotinu (Kaura et al. 2001). Vzhledem k malému obsahu trehalosy v potravé byla
vyslovena dal§i teorie o mozné funkci trehalas a to pfiinaktivaci patogeni obsahujicich
trehalosu. Jednim z nich by mohl byt toxicky trehalosa-6,6"-dimykolat obsazeny v bunééné
sténé bakterii Mycobacterium tuberculosis (Kohlmeier 2003). Trehalasa byla také nalezena
v membranach bunck kartdCového lemu proximalnich tubull ledvin savet, funkce trehalasy

v tomto organu nebyla doposud plné objasnéna. Po nalezu enzymi syntetizujicich trehalosu
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Vv ledvinach se piedpoklada, Ze se trehalasa ucastni zpétné resorpce glukosy z glomerularniho
filtratu (Sacktor 1968; Yoneyama a Lever 1987).

2.2.12 Mozné vyuziti vlastnosti trehalosy a trehalas v praxi

Akumulace trehalosy v kvasinkadch ma velky vyznam pro rizné komeréni aplikace. Obsah
trehalosy v pekafském drozdi je kritickym faktorem pro jeho trvanlivost a odolnost. Této
skute¢nosti je vénovana zna¢nd pozornost, zejména s ohledem na vyrobu instantnich suSenych
kvasnic (Gélinas et al. 1989; Nwaka a Holzer 1998). Akumulace trehalosy také koreluje se
zvySenou schopnosti pieziti kvasinek po dehydrataci nebo zmrazeni. Z toho vyplyva
potencialné nizsi potieba obsahu kvasinek ve vysuSenych nebo mrazenych té€stech (Oda et al.
1986; Gelinas et al. 1989). Genetické eliminace vSech trehalas u pekaiského drozdi by byly
pravdépodobné uZzite¢nym piinosem. Publikované tidaje naméfené s enzymaticky neaktivnimi
formami trehalas Nthl a Athl vykazuji u kvasinek vy$s$i mrazovou toleranci (Van Dijck et al.
1995; Kim et al. 1996).

Kvasinky s neaktivni trehalasou Athl se ukazaly byt tolerantngjsi k ethanolu, coz je
ustanovilo dulezitym kmenem pro vyrobu piva (Kim et al. 1996). Rezistence k ethanolu je
rozhodujici vlastnosti kvasinek pouzivanych v pivovarnictvi a vinafstvi, protoze hladiny
alkoholu jsou omezené ethanolovou toxicitou (Benitez et al. 1996).

Schopnost trehalosy zachovavat a stabilizovat urcité labilni biologické molekuly (enzymy,
protilatky, 1é¢iva) a potraviny in vitro ji ¢ini dilezitym sacharidem, vyuzitelnym zejména
v rozvojovych tropickych zemich, kde chlazeni a elektrické napajeni jsou nespolehlivé. Patrné
by tedy mohla pfispét k feSeni mnoha ekonomickych, zeméd€lskych a zdravotnich problému
v téchto zemich (Nwaka a Holzer 1998).

Predpokladana dulezitost trehalosy a jeji hydrolyzy v zivotnich funkcich hmyzu také
inspirovala k syntéze inhibitori trehalas, které by mély byt vyuzity jako insekticidy (Becker et
al. 1996; Nwaka a Holzer 1998). Pii vyvoji inhibitort trehalas byly navic vyfeSeny prvni
struktury neutralni trehalasy pochazejici z bakterii E. coli (Gibson et al. 2007).

Kryoprotektivnich vlastnosti trehalosy je vyuzivano také v 1ékarstvi naptiklad ke stabilizaci
monoklonalnich protilatek pfi jejich lyofylizaci a skladovani (Blakeley et al. 1990). Trehalosa
se také osvédcila pti dlouhodobém skladovani a zmrazovani hovézich embryi (Saha et al. 1996)
a savéich bunek produkujicich inzulin (Beattie et al. 1997), kdy prokazatelné zvySovala
naslednou Zivotaschopnost zkoumanych embryi i zminénych bun€k. Stabilizac¢ni vlastnosti
trehalosy byly pfinosem i pfi transplantacich tkanovych trachealnich §tépi provadénych
na psech. Stépy ulozené v roztoku obsahujicim 100 mM trehalosu, které byly dlouhodobé

skladovany pii teplot¢ —85 °C, nasledné vykazovaly nejen lepsSi zivotaschopnost, ale také
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nevyvolavaly negativni transplantacni reakce v nepfitomnosti imunosupresivnich 1é¢iv
(Yokomise et al. 1995, 1996).

U obratlovct, véetné lidi, byla trehalasa nalezena v proximalnich tubulech ledvin a proto se
nektefi védci domnivaji, ze miize byt v budoucnu vyuzita jako diagnosticky ukazatel nékterych
onemocnéni ledvin (Berger a Sacktor 1970; Niwa et al. 1993). Dalsi autofi navic predpokladaji,
7e antistresova funkce gentit NTH1 a NTH2 nebo ochranné funkce trehalosy, mohou najit své
vyuziti pti 1é¢bé depresi nebo neurodegenerativnich onemocnéni (Nwaka a Holzer 1998; Kara
et al. 2013; Sarkar et al. 2007).

2.3 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 pochézeji z vysoce konzervované rodiny kyselych regulaénich proteind,
které pomahaji svym vazebnym partneriim zastavat jejich biochemické a buné¢né funkce (Liu
et al. 1995; Xiao et al. 1995). Ke svému neobvyklému jménu pfisly pfi systematické analyze
proteint v hovézim mozku. Tento protein na gelové permeacni chromatografii vyputoval ve 14.
frakci a pti nasledné skrobové gelové elektroforéze se nachazel na koordinatach 3.3 (Moore a
Perez 1967). Proteiny 14-3-3 ovliviluji prostifednictvim protein-proteinovych interakci
vlastnosti a funkce stovek strukturné a funkéné rozdilnych proteint. Timto zplisobem se
proteiny 14-3-3 staly klicovymi hra¢i v mnoha bunéénych procesech, jako jsou metabolismus,
kontrola bunééného cyklu, apoptdza, regulace transkripce ¢i pfenos signalu v bunce. Zatimco
nékteré proteiny jsou diky proteinim 14-3-3 aktivovany a stabilizovany, jiné jsou jimi
inaktivovany (Aitken 1996; Fu et al. 2000; Pozuelo Rubio et al. 2004).

2.3.1 Isoformy proteint 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou exprimovany ve vSech eukaryotickych buikach a vyskytuji se
v n€kolika ruznych vysoce konzervovanych isoformach. V buiikach rostlin rodu Arabidopsis
bylo identifikovano 15 riznych gend pro proteiny 14-3-3. Buriky savct obsahuji celkem sedm
isoforem proteinu 14-3-3 oznacenymi pismeny fecké abecedy: B, €, m, v, T, { a o (Wang a
Shakes 1996; Rosenquist et al. 2001). Naproti tomu kvasinky rodu S. cerevisiae vlastni jen dva
geny pro proteiny 14-3-3 (geny BMH1 a BMH2). Jejich oznaceni je zkratkou anglického nazvu

Brain Modulosignaling Homologue (van Heusden et al. 1995).

2.3.2 Velikost a struktura proteinti 14-3-3

Prvni krystalové struktury lidskych proteint 14-3-3( a 14-3-3t ukazaly, Ze tyto proteiny
maji dimerni charakter a vysoce helikalni strukturu. Velikost proteinti 14-3-3 se pohybuje okolo

30 kDa a jedna se o molekuly, které tvofi stabilni homodimery nebo heterodimery (Liu et al.
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1995; Xiao et al. 1995). Pouze savéi isoforma 14-3-3¢ upiednostiiuje tvorbu homodimerd, jinak
vSechny znamé proteiny 14-3-3 mohou vytvaret jak homodimery, tak heterodimery (Wilker et
al. 2005). Kazdy monomer se sklada z deviti antiparalelnich a-helixt (H1-H9), ptic¢emz dimer
proteinu 14-3-3 vykazuje specificky poharkovity tvar, uprostied kterého se nachazi centralni
kanal obsahujici dva amfipatické ligand-vazebné zlabky, které jsou tvofeny helixy H3, H5, H7
a H9 (viz obrazek 2.5). Centralni kanal dosahuje priblizné téchto rozmérti: délka 35 A, siika
35 A a hloubka 20 A (Obsil a Obsilova 2011).

Hé

Obrézek 2.5: Stuzkova reprezentace krystalové struktury dimeru proteinu 14-3-3C Kazdy
Z monomerii je vybarven jinou barvou. V pravém monomeru jsou vyznaceny ndzvy jednotlivych
o-helixii HI az HY. Obrazek byl vytvoren pomoci programu PyMOL (www.pymol.org)
na zdkladé PDB struktury 1IB1 (Obsil et al. 2001).

Molekula dimeru proteinu 14-3-3 je povazovana za velice rigidni, coZ je pravdépodobné
nasledek rozsahlych interakci mezi helixy. Doposud nebyly odhaleny zddné podstatné rozdily
pfi porovnani struktur samotného dimeru proteinu 14-3-3 a jeho komplexu s jinym proteinem.
Tato strukturni rigidita ¢i tuhost patrné umoziuje proteinim 14-3-3 fungovat jako jakasi
platforma nebo podpiirna konstrukce, na které dochdzi ke zméné struktury jejich vazebnych
partnert (Yaffe 2002). Je znamo, ze vysoce konzervované oblasti se nachazeji uvnitf
centralniho kanalu, na rozdil od oblasti variabilnich, které jsou umistény na povrchu proteinu
14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011). Nejvice flexibilni oblasti je C-koncova &ast, ktera je také
nejvice variabilni oblasti mezi jednotlivymi isoformami 14-3-3. Pravé tato oblast je diky své
flexibilit¢ a pfitomnosti negativné nabitych aminokyselinovych zbytkdi oznafovana jako
kli¢ova pro regulaci vazebnych vlastnosti isoforem proteind 14-3-3 (Truong et al. 2002;
Obsilova et al. 2004, Silhan et al. 2004; Veisova et al. 2010).

V soucasné dobé jsou k dispozici struktury vSech sedmi lidskych isoforem proteinti 14-3-3.

Piestoze struktura téchto isoforem je velice podobna jak v pfipadé proteini 14-3-3 samotnych,
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tak jejich forem vazanych v proteinovych komplexech, byly nalezeny mensi zmény jejich
struktury (Yang et al. 2006; Gardino et al. 2006). Jednotlivé struktury ukazaly rozdily
v relativnich pozicich monomert zavisejicich na zménéach thlu mezi obéma podjednotkami.
Diky této flexibilit¢ mohou dimery proteinii 14-3-3 vazat ligandy rtizného tvaru a velikosti

(Yang et al. 2006).

2.3.3 Variabilni C-konec proteint 14-3-3

Maximalni variabilita sekvenci jednotlivych isoforem proteini 14-3-3 se nachazi
na C-konci ve flexibilni oblasti dlouhé pfiblizné 15 az 40 aminokyselinovych zbytkl. Bylo
prokazano, ze zkraceny C-konec proteinu 14-3-3( vykazuje zvySenou vazebnou afinitu
k n¢kolika riznym testovanym ligandim (Truong et al. 2002). Na zakladé tohoto zjisténi se
predpoklada, ze C-koncovy vybézek funguje jako inhibitor nespecifickych interakci mezi
proteiny 14-3-3 a nezadoucimi ligandy. Struktura tohoto tiseku neni znama, protoZze neni
souCasti zadné ze zndmych struktur, patrné diky své velké flexibilité. Predpoklada se, ze
C-koncovy usek je v neptitomnosti vhodného ligandu umistén v ligand-vazebném zlabku (Liu
et al. 1995; Truong et al. 2002). Tento piedpoklad byl potvrzen spolu se zjisténim, Ze po vazbé
vhodného ligandu je C-koncovy usek vytésnén ven z vazebného Zlabku a jeho pozici ve zlabku
nahradi vhodny fosforylovany ligand (Obsilova et al. 2004; Silhan et al. 2004).

Pfi vyzkumu kvasni¢nych proteinti 14-3-3 (Bmhl a Bmh2) bylo zjisténo, ze se C-konec
téchto dvou proteini vyrazné odliSuje od C-koncii isoforem proteinti 14-3-3 pochazejicich
obsahuji polyglutaminové useky neznamé funkce. Bylo prokazano, ze C-koncovy tsek proteint
Bmh zaujima Siroce otevienou a natazenou konformaci, ktera pravdépodobné znemoziuje jeho
umisténi a slozeni do ligand-vazebného zlabku (Veisova et al. 2010). Je tedy mozné
predpokladat, Ze C-koncova ¢ast kvasniénych proteinti 14-3-3 diky své velikosti nemize

fungovat jako autoinhibitor, ale pini jinou Glohu.

2.3.4 Vazebné motivy rozpoznavané proteiny 14-3-3

Doposud bylo nalezeno vice nez 300 proteinti interagujicich s proteiny 14-3-3 a mnoho
Z nich obsahuje vice nez jeden vazebny motiv pro 14-3-3 proteiny. Navic pfitomnost dvou
vazebnych zlabkd v dimeru molekuly proteinu 14-3-3 umoziuje soucasné navazani vhodného
ligandu skrze dva fosforylacni motivy ¢i i navazani dvou riznych ligandi. Vazba proteinu
14-3-3 je podminéna piedeslou fosforylaci vazebného partnera v oblasti motivu obsahujiciho
fosforylovatelny serinovy nebo threoninovy zbytek. Tento motiv je proteinem 14-3-3

specificky rozpoznan a dochazi ke vzniku protein-proteinového komplexu (Muslin et al. 1996;
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Tzivion et al. 1998). Doposud byly identifikovany tfi typy optimalnich vazebnych motivi, které

jsou rozpoznavany proteiny 14-3-3:

Typ I: R[S/®][+]pSXP
Typ Il RX[S/®][+]pSXP
Typ lll:  pS-X;.,-COOH

Kde pS je symbolem pro fosforylovany serinovy zbytek pS, ® =zna¢i aromaticky
aminokyselinovy zbytek, + je bazicky aminokyselinovy zbytek a X znamend jakykoliv
aminokyselinovy zbytek s vyjimkou cysteinu (Yaffe et al. 1997; Rittinger et al. 1999; Ganguly
et al. 2005). Prestoze vétsina znamych vazebnych partnert proteint 14-3-3 nese vazebny motiv
obsahujici fosforylovany serinovy zbytek, existuji také proteiny, které maji misto ngj
fosforylovany threoninovy zbytek. Piikladem muiZze byt serotonin-N-acetyltransferasa
(AANAT) (Ganguly et al. 2001; Obsil et al. 2001) nebo transkrip¢ni faktor FOXO (Brunet et
al. 1999; Obsil et al. 2003). Tyto tii zminéné typy vazebnych motivii nejsou kone¢nym poctem,
protoZe jsou stale objevovany interakce s dalSimi proteiny, které obsahuji jiné fosforylované i

nefosforylované sekvence (Masters et al. 1999; Wang et al. 1999; Johnson et al. 2010).

2.3.5 Mechanismus funkce proteina 14-3-3

Systematicky vyzkum funkce proteind 14-3-3 doposud odhalil c¢ast téchto proteint
v mnoha nejriznéjSich biologickych procesech prostrednictvim nejriiznéjSich mechanismi
ovlivityjicich vlastnosti nebo napf. bunéénou lokalizaci svych vazebnych partnert. Dostupné
biochemické a strukturni studie umoznuji funk¢ni role proteinti 14-3-3 klasifikovat do tii
obecné piijimanych skupin (viz obrazek 2.6, str. 26) (Obsil a Obsilova 2011).

Prvni skupina zahrnuje proteiny 14-3-3, které svou vazbou ptimo zpusobuji konformaéni
zménu vazebnych partnerd. Tento mechanismus je nejéast&ji vyuzivan pii regulaci aktivity
prislusnych vazanych enzymii. Druhd skupina se vyznacuje fyzickou blokaci/ochranou
sekvencné specifickych nebo strukturnich motivii svych vazebnych partnerd. Popsany proces se
Casto vyskytuje pfi regulacich bunécné lokalizace nebo inhibici protein-proteinovych c¢i
protein-ligandovych interakci (napf. interakce protein-DNA). Zminény mechanismus je také
¢asto vyuzivan pii ochrang proteinti pred defosforylaci nebo proteolytickou degradaci. Posledni
tieti skupina proteini 14-3-3 vytvafi jakousi oporu/zakladnu pro protein-proteinové interakce
svych vazebnych partnert, které je vyuzivano pii stabilizaci multiproteinovych komplext (Fu
et al. 2000; Tzivion a Avruch 2002; Aitken et al. 2002; Bridges a Moorhead 2005). Nicméné
presné mechanismy téchto interakci a regulaci jsou ve vétSing€ piipadi doposud neobjasnéné.

Nevyhodou také je, Ze vétSina strukturnich dat naméfenych na proteinech 14-3-3 pochazi
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Zjejich komplext s kratkymi syntetickymi fosfopeptidy a nikoliv napt. s plné¢ aktivnimi

enzymy.

(i) PFima strukturni zména vazebného partnera Funkce

- Regulace enzymové
Target X
+ —_— o
14-3-3 14-3-3

(ii) Maskovani vazebného povrchu - Regulace bunécné

lokalizace

- Inhibice protein-
protein Ci protein-
DNA interakci

- Ochrana pred

protein\ defosforylacinebo
OrDNA /" proteolytickou

Target
protein orote
+ —
Protein
or DNA 14-3-3

(iii) Zprostfedkovani novych interakci degradaci

‘ - Stabilizace

+ — 0 o multiproteinovych
: komplext

14-3-3

Obréazek 2.6.: Obecné mechanismy funkce proteinii 14-3-3. Protein 14-3-3 miiZe: i) indukovat

konformacni zmenu svého vazebného partnera; ii) maskovat specifickou oblast cilového
proteinu; nebo iii) zprostiedkovat vazbu mezi dvéma riznymi proteiny. Prevzato z (Obsil a

Obsilova 2011).

Navzdory velkému poétu vazebnych partnert proteini 14-3-3, byly doposud publikovany
pouze dvé struktury s vysokym rozliSenim kompletnich protein-proteinovych komplexi
s proteiny 14-3-3. Jsou jimi komplex 14-3-3:AANAT (Obsil et al. 2001) a komplex ryzového
proteinu 14-3-3 (GF14c) se dvéma molekulami florigenu Hd3a (Taoka et al. 2011). Dalsi
strukturni informace byly ziskany nejriznéj$imi biofyzikalnimi studiemi protein-proteinovych
komplexd s proteiny 14-3-3. Byl takto prostudovan naptiklad komplex s transkripénim
faktorem FOXO4 (Obsilova et al. 2005; Silhan et al. 2009), s proteinem p53 (Rajagopalan et al.
2008; Schumacher et al. 2010), s regula¢ni doménou lidské tyrosinhydroxylasy (THIR)
(Obsilova et al. 2008) nebo s regulatorem G-proteinove signalizace 3 (RGS3) (Rezabkova et al.
2010).

Strukturni, biochemické a bioinformatické studie komplexti tvofenych proteiny 14-3-3
vykazuji n€kolik spole¢nych ryst, které jsou patrné klicové pro schopnost proteini 14-3-3

vazat své vazebné partnery a ovliviiovat jejich vlastnosti a funkce. Prvnim takovym znakem je
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rigidni charakter struktury dimeru proteinu 14-3-3. Druhym znakem je ¢asta ptitomnost vice
vazebnych motivil pro proteiny 14-3-3 na jediné molekule jejich vazebného partnera. A tfetim,
poslednim znakem je skuteCnost, Zze tyto motivy se Casto nalézaji uvnitf strukturné
neuspofadanych oblasti téchto vazebnych partnerti.

Pfi porovnani znamych struktur proteini 14-3-3 samotnych s jejich strukturami
v komplexech s fosforylovanymi peptidy nebo proteiny, byly pozorovany pouze malé zmény
struktury proteint 14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011). Tato strukturni rigidita je pravdépodobné
nasledkem rozsahlé sit¢ interakci mezi a-helixy proteinu 14-3-3. Diky tomu mohou proteiny
14-3-3 vytvatet jakousi stabilni nehybnou platformu, na které dochazi k formovani jejich
vazebnych partnerd (Yaffe 2002). Dalsim spole¢nym rysem proteinti 14-3-3 je jejich dimerni
struktura, ktera obsahuje dva antiparalelni ligand-vazebné zlabky. Pravé toto uskupeni je
rozhodujici pro spravnou funkci proteinti 14-3-3. Bylo objeveno, ze mnoho vazebnych partnert
proteinii 14-3-3 obsahuje jeden nebo vice vazebnych motivl, které mohou byt soucasné
navazany kazdy v jednom z ligand-vazebnych zlabkt dimeru proteinu 14-3-3 (Johnson et al.
2010; Kostelecky et al. 2009). Bylo prokazano, Ze dvojité fosforylované peptidy se vazi
na proteiny 14-3-3 s mnohem vyss§i afinitou nez totozné peptidy obsahujici pouze jeden
fosforylovany motiv (Yaffe et al. 1997; Kostelecky et al. 2009). Tyto vysledky podporuji
hypotézu, ze jeden z vazebnych motivii miize fungovat jako dominantni vazebné misto, které¢ je
bezpodmine¢né nutné pro vazbu na proteiny 14-3-3 (Yaffe 2002). Druhé misto, vykazujici nizsi
afinitu pro proteiny 14-3-3, je pravdépodobné neschopné samo o sobé tvofit stabilni komplexy
s proteiny 14-3-3, ale jeho ptitomnost je potiebna ke spravné biologické funkei ptislusného
proteinu navazaného na dimer proteinu 14-3-3. Byla také stanovena minimalni vzdalenost deset
aminokyselinovych zbytkl mezi témito dvéma motivy (Kostelecky et al. 2009).

Dimer proteinu 14-3-3 miZe souc¢asné vazat také dva motivy, které jsou od sebe mnohem
vice vzdalené. Napiiklad jako to je v pfipadé dvou funkénich domén transkripénich faktort
FOXO (Brunet et al. 1999; Obsil et al. 2003) nebo u AANAT (Ganguly et al. 2001; Obsil et al.
2001). Takovéto typy interakci se pravdépodobné vyznacuji nejen vznikem vysokoafinitni
vazby, ale také umoznuji konformac¢ni zmény a/nebo maskovani struktur vazebného partnera
(Obsil a Obsilova 2011). Dimerni charakter proteinu 14-3-3 ma také duleZity vyznam pfi tvorbé
protein-proteinovych komplext dvou raznych proteinti za pomoci pravé proteinti 14-3-3.
Krystalové struktury komplex® proteinti 14-3-3 s AANAT (Obsil et al. 2001) a s H-ATPasou
(Ottmann et al. 2007) potvrdily, Ze dimer proteinu 14-3-3 je schopny navazat a umistit ve svém
centralnim kanalu dvé molekuly ptislusného vazebného partnera (viz obrazky 2.7 a 2.8, str. 29
a str. 30).
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Castym spole¢nym znakem vazebnych partnert proteint 14-3-3 je piitomnost vazebnych
mist pro tyto proteiny uvnitf nestrukturnich oblasti jejich sekvenci. Tyto oblasti se nejcastéji
nachazeji na C- nebo N-koncich pfislusnych proteini nebo také ohraniCuji jejich funkéni
domény (Johnson et al. 2010; Bustos a Iglesias 2006; Oldfield et al. 2008). Flexibilita a
plasti¢nost nestrukturnich oblasti poskytuje predev§im signalnim proteinim mnoho funkénich
vyhod naptiklad schopnost vazby na rtizné vazebné partnery a/nebo umoznuje jemnou kontrolu
jejich vazebné afinity (Dyson a Wright 2002; Wright a Dyson 2009). Dalsim divodem
pro ucast nestrukturnich oblasti ve vazebnych interakcich proteind mize byt lepsi schopnost a
dosah pole pasobnosti pii hledani vhodnych vazebnych partnerd, ve srovnani s kompaktnimi,
dokonale shalenymi proteiny s omezenou flexibilitou jejich konformace (Shoemaker et al.
2000). Pfitomnost vazebnych motivl pro proteiny 14-3-3 Vv neuspoiadanych oblastech také
mize souviset stim, Zze prislusné proteiny potéebuji ,,pomoc” proteini 14-3-3 k dosaZeni
uspotfadanéjsi a stabilnéjsi struktury (Bustos a lIglesias 2006). Vznik komplexti doprovazeny
usporadanim nestrukturnich oblasti do pravidelnéjsich struktur, by byl patrné entropicky
nevyhodny, a proto musi byt usnadnén velkym poklesem entalpie. Pro splnéni popsanych
podminek je vazba na proteiny 14-3-3 prakticky idealni. Pravé tato vazba je ve vét§ing piipadi
zprostiedkovana tvorbou mnoha polarnich kontaktd (napt. vodikovych vazeb a solnych
mustkl) mezi fosforylovanymi vazebnymi motivy pro protein 14-3-3 a ligand-vazebnym
zlabkem tohoto proteinu (Yaffe et al. 1997; Rittinger et al. 1999).

2.3.6 Krystalové struktury proteinti 14-3-3 s pIlné funkénimi vazebnymi
partnery

Jednim typem mechanismu u¢inku 14-3-3 proteinu je vyvolani konformacni zmény
molekuly svého vazebného partnera. K pravé takovému jevu dochazi v ptipadé vazby proteinu
14-3-3¢ na serotonin-N-acetyltransferasu (AANAT). Tento enzym katalyzuje pfenos acetylové
skupiny z acetykoenzymu A (acetyl-CoA) na serotonin, za vzniku N-acetylserotoninu
(prekurzoru melatoninu). Volna AANAT je neschopna katalyzy, protoze jeji afinita pro substrat
je velice nizka. Po fosforylaci AANAT a nasledné vazbé proteinu 14-3-3(, se afinita tohoto
enzymu K substratu mnohonasobné zvySuje a tim dochazi k aktivaci (Ganguly et al. 2001).
Strukturni studie ukézaly, Ze porovnanim neaktivni AANAT a jeji aktivni formy s navdzanym
substratem dochazi ke konformaéni zméné 18 aminokyselinovych zbytkti umisténych v oblasti
dlouhého ohybu struktury pAANAT (Hickman et al. 1999b, 1999a). Tato reorganizace
molekuly pAANAT umoziuje jednak navazani acetylu-CoA a dale strukturné dotvaii vazebné
misto pro serotonin. Krystalova struktura proteinového komplexu 14-3-3(:pAANAT odhalila,

ze pAANAT je navazana do centralniho kanalu dimeru proteinu 14-3-3( a je drZena na misté
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diky rozsahlym interakcim s ligand-vazebnym Zlabkem a dal§imi ¢astmi centralniho kandlu
proteinu 14-3-3( (viz obrazek 2.7) (Obsil et al. 2001). Tyto kontakty zahrnuji oblast ohybu
PAANAT, kterd podléha konformaéni zméné vyvolané vazbou substratu. Struktura celého
komplexu naznacuje, Ze protein 14-3-3( ovliviiuje strukturu pAANAT tak, aby se usporadala
do konformace umozilujici optimalni vazbu substratu. Coz také vysvétluje zvysenou afinitu

pro substrat v pfitomnosti proteinu 14-3-3.

Obrazek 2.7: Stuzkovy model krystalové struktury komplexu dimeru proteinu 14-3-3( se dvéma
molekulami serotonin-N-acetyltransferasy (AANAT). Dimer proteinu 14-3-3{ je zndzornen
zelené a struktura fosforylovaného enzymu pAANAT je oznacena cihlovou barvou. Struktura je

v PDB ulozena pod kédem 1IB1 a byla prevzata z (Obsil et al. 2001).

Enzym AANAT je ptikladem proteinu, ktery obsahuje dva vazebné motivy pro proteiny
14-3-3, které ohranicuji jeho funk¢ni katalytickou doménu. Prvni motiv je umistén na N-konci
(sekvence RRHpTLP) a druhy motiv je na C-konci (sekvence RRNpSDR-COOH) (Ganguly et
al. 2001, 2005). Strukturni a biochemicka data naznacuji, ze pAANAT se vaze na dimer
proteinu 14-3-3C pifi ¢emz vyuziva oba zminéné fosforylované motivy, takze se prvni vaze
N-terminalni konec a nasledné i konec C-terminalni (Obsil et al. 2001; Ganguly et al. 2005). Je
tedy mozné predpokladat, Ze tento mechanismus vyvolavd nejen interakce vyznacujici se
vysokou afinitou, ale také je patrn¢ velice ucinnym zpusobem strukturniho a funkéniho

ovlivnéni svého vazebného partnera (Obsil a Obsilova 2011).

Dalsim ptikladem mechanismu regulace enzymové aktivity prostiednictvim vazby proteinu
14-3-3 je interakce tohoto regula¢niho proteinu s florigenem Hd3a. Florigen je syntetizovan

v listech vyssich rostlin a nasledné transportovan do vrcholovych c¢asti rostlin, kde indukuje
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kveteni. Pro vyzkum tohoto, ne uplné¢ pochopeného, mechanismu byl studovan komplex
florigenu Hd3a s ryZzovym proteinem 14-3-3 (GF14c) (viz obrézek 2.8). Vysledky tohoto
vyzkumu odhalily, ze proteiny 14-3-3 zde hraji Ulohu intracelularniho receptoru pro florigen
(Taoka et al. 2011). V nasledujicich letech bylo prokazano, ze proteiny 14-3-3 umoziuji
interakci florigenu Hd3a s transkripénim faktorem OsFD1 tim, Ze vaze oba proteiny

simultanné. Tvorba ternarniho komplexu je kli¢ova pro vznik kvétl u ryze (Taoka et al. 2013).

Obréazek 2.8: Stuzkovy model krystalové struktury komplexu dimeru ryZového proteinu 14-3-3
(GF14c) se dvema molekulami florigenu Hd3a. Dimer proteinu 14-3-3 je zndzornén zelené a
struktura fosforylovanych florigemi Hd3a jsou oznaceny modrou a oranzZovou barvou.
Pro tvorbu obrazkit byl pouzit program PyMOL (www.pymol.org) a struktura 34XY z PDB
(Taoka et al. 2011).

2.3.7 Interakéni dosah zplsobeny vazbou proteinu 14-3-3

Interak¢ni rozhrani mezi proteiny 14-3-3 a jejich vazebnymi partnery n¢kdy nezahrnuje
pouze oblast ligand-vazebného zlabku, kam se vazi oblasti obsahujici specifické fosforylované
vazebné motivy pro proteiny 14-3-3, ale také oblast vné centralniho kanalu dimeru proteinu
14-3-3. Je tomu tak naptiklad pfi aktivaci serotonin-N-acetyltransferasy (AANAT) (Ganguly et
al. 2001), kdy protein 14-3-3 svoji vazbou zvysuje aktivitu fosforylované formy tohoto
enzymu. Pfi vazbé proteinu 14-3-3 dochazi ke strukturnim zménam AANAT také v blizkosti
aktivniho centra tohoto enzymu, které je vSak pomérné vzdalené vazebnému motivu pro protein
14-3-3. K analogickym zménam dochazi pii vazbé proteinit 14-3-3 na dalsi proteiny zkoumané
v nasich laboratofich. Jsou jimi Nthl, RGS3 a fosducin (Pdc) (Rezabkova et al. 2010, 2011,
2012; Veisova et al. 2012; Macakova et al. 2013; Kopecka et al. 2014). Zmény struktury téchto

proteinii vyvolané vazbou proteinu 14-3-3 se také projevuji v oblastech pomérné vzdalenych
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od vazebného motivu pro proteiny 14-3-3. Je tedy mozné tvrdit, Ze interakce mezi proteiny
14-3-3 a jejich ligandy piesahuje oblast ligand-vazebnych zlabka tohoto proteinu. Pomoci H/D
vymény spojené MS bylo prokazano, Ze proteiny 14-3-3 interaguji se svymi vazebnymi
partnery i pfes oblasti mimo jejich centralni kanal. Jsou to oblasti, které jsou evolu¢né méné
konzervované a nachazeji se na a-helixech H6 a H8 (vné centralniho kanalu). Zahrnuti téchto
oblasti pii interakcich s proteiny 14-3-3 muze byt vysvétlenim pro pozorovanou specifitu
pro jednotlivé isoformy proteinti 14-3-3 pii interakci s jejich ligandy. Navic v piipadé RGS3 a
také Pdc vazba proteint 14-3-3 stericky blokuje vazebny prostor téchto proteint a tak inhibuje
jejich interakce s jejich dal§imi vazebnymi partnery. V obou piipadech tyto sterické blokace
ovliviluji stejné oblasti (N-koncovou doménu Pdc and RGS doménu RGS3) (Obsilova et al.
2014).

2.3.8 Nthl jako vazebny partner proteini 14-3-3

Kvasni¢né isoformy proteinti 14-3-3 (Bmhl a Bmh2) jsou vysoce homologni a tcastni se
regulace rozhodujicich fyziologickych procest v kvasinkdch (van Heusden a Steensma 2006;
van Heusden 2009; Veisova et al. 2010). Proteiny 14-3-3 interaguji s Nthl fosforylovanou
pomoci PKA a vazi se na jeji N-terminalni oblast (Zahringer et al. 1997; Panni et al. 2008;
Veisova et al. 2012). Sedimenta¢ni analyza prokazala, Ze ob&é kvasni¢né isoformy proteini
14-3-3 tvoti stabilni proteinové komplexy s pNthl v molarnim poméru 1:2 (pNthl:protein
14-3-3) a ze disocia¢ni konstanta (Kg) tohoto komplexu je pfiblizné 100 nM. Pfi méfeni
enzymové aktivity bylo odhaleno, Ze aktivace pNthl prostiednictvim vazby proteini 14-3-3 je
mnohem G&inn&j§i ve srovnani s aktivaci spojenou s vazbou kationtd Ca?*. Navic méfeni
enzymoveé aktivity mutantnich forem Nth1l in vitro a in vivo napovidaji, ze serinové zbytky S60
a S83 primarné zodpovidaji za fosforylaéné zavislou aktivaci Nthl prostfednictvim proteint
14-3-3 (Veisova et al. 2012).

Jak bylo popsano v kapitole 2.3.2 proteiny 14-3-3 maji dimerni strukturu, ve které se
nachazeji dva antiparalelni ligand-vazebné Zlabky, které proteinim 14-3-3 umoziuji sou¢asnou
vazbu dvou vazebnych motivi (Kostelecky et al. 2009; Johnson et al. 2010). Je znamo, ze
mnoho vazebnych partnert proteini 14-3-3 obsahuje dva nebo vice vazebnych motivii pro tyto
proteiny a enzym Nthl je pravdépodobné jednim z takovychto piipadi (Veisova et al. 2012).
Minimalni vzdalenost mezi dvéma vazebnymi motivy pro protein 14-3-3, ktera umoziiuje
vazbu pfislusného proteinu na dvé vazebna mista proteinu 14-3-3 soucasné, je deset
aminokyselinovych zbytkl (Kostelecky et al. 2009). Z tohoto dtivodu je tedy pravdépodobné,
ze S60 a S83 v Nthl tvoti pravé takovy dvojité fosforylovany optimalni vazebny motiv

pro vazbu proteinu 14-3-3. Na druhou stranu je velice pravdépodobné, ze dvé dali mista
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ze sekvence Nthl S20 a S21, ktera jsou také fosforylovana in vitro pomoci PKA, vazebny
motiv pro protein 14-3-3 nevytvareji. Divodem pro toto tvrzeni je, ze nebyla jesté nikdy
pozorovana vazba proteinu 14-3-3 na peptid obsahujici dva nasledujici nebo velice blizko
polozené fosforylované aminokyselinove zbytky (Fu et al. 2000). V souladu s touto skute¢nosti
bylo i experimentdlné potvrzeno, Ze mutantni formy Nthl fosforylované na pouze S20 nebo
S21 nebo obou dohromady nevykazovaly vysokou afinitu pro proteiny 14-3-3 a navic u téchto
tii mutantnich forem byla naméfena velice nizka enzymova aktivita v ptitomnosti proteini
14-3-3. Podobné vysledky byly ziskané také pii aktivacnich studiich mutantnich forem Nthl
invivo, kdy byla aktivace prokdzana pouze u mutantnich forem Nthl S60 a S83, ale ne
u S20+S21 (Veisova et al. 2012).

Protoze vSechna fosforylacni mista pro PKA a soucasn¢ vazebné motivy pro protein 14-3-3
se nachazeji na neusporadaném N-konci Nth1 vné katalytické domény Nthl lze predpokladat,
ze katalytickd doména Nthl a fosforylace pomoci PKA nezvysuji enzymovou aktivitu vlastnim
pri¢inénim, ale ze aktivace je spiSe vysledek strukturnich zmén zplsobenych vazbou proteinu
14-3-3 na enzym Nthl. Tyto zmény pravdépodobné ovliviuji strukturu katalytické domény

Nth1 a usnadiuji tak aktivaci enzymu (Veisova et al. 2012).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem piredlozené disertacni prace je objasnéni molekuldarniho mechanismu
regulace enzymove aktivity neutrdlni trehalasy (Nthl) ze Saccharomyces cerevisiae
prostfednictvim kationtd Ca”* a kvasniéného proteinu 14-3-3 (Bmhl). Préce se zabyva
strukturnimi zménami na proteinech Nthl a Bmhl po vytvofeni komplexu v pfitomnosti a
nepiitomnosti kationtti Ca®*. Jako hlavni experimentalni piistupy pouzité ke studiu byly vyuzity
cilend bodovd mutageneze, méfeni enzymové aktivity, CD spektroskopie, vodik/deuteriova
(H/D) vyména a chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii (MS), malothlovy
rozptyl rentgenového zateni (SAXS) a krystalografie.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

1) Priprava, exprese a purifikace mutantnich forem Nthl.

2) Stanoveni enzymové aktivity mutantnich forem Nthl v zavislosti na p¥itomnosti kationtt
Ca”* a/nebo proteinu Bmh1.

3) Ureni vlivu jednotlivych mutaci na strukturu Nthl pomoci méfeni cirkularniho
dichroismu a diferen¢ni skenovaci fluorimetrie.

4) Ovéfeni vazby proteini Bmhl na jednotlivé mutantni formy Nthl pomoci analytické
ultracentrifugace a nativni TBE-PAGE.

5) Objasnéni strukturnich zmén v ramci molekuly Nth1 pomoci H/D vymény a chemického

zesiténi spojenymi s MS za nasledujicich podminek:

a) Nthl v pfitomnosti a nepiitomnosti kationti Ca®*

b) Komplex pNth1:Bmh1 v p¥itomnosti a nepiitomnosti kationtt Ca®*

6) Jaky vliv ma vazba Ca*" a/nebo pNth1 na strukturni zmény v molekule Bmh1?

7)  Strukturni studie proteinu Nthl, Bmhl a jejich komplexu pomoci malouhlového rozptylu
rentgenového zareni (SAXS).

8) Optimalizace purifikacniho protokolu a krystalografickych podminek konstruktu Nthl
100—751, Nth1 153—751 a komplexu obou proteinti pNth1:Bmhl.
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4  Pouzity material

4.1 Pouzité chemikalie

agarosa — Carl Roth GmbH, Némecko

akrylamid — Carl Roth GmbH, Némecko

ampicilin — Sigma-Aldrich, USA

ATP (adenosintrifosfat) — Sigma-Aldrich, USA

azid sodny — Sigma-Aldrich, USA

bacto trypton (pepton) — Carl Roth GmbH, Némecko
bacto yeast extract (kvasni¢ny extrakt) — Carl Roth GmbH, Némecko
Bicin (N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin) — Merck KGaA, Némecko
bis-akrylamid — Carl Roth GmbH, Némecko

BIS-TRIS — Sigma-Aldrich, USA

bromfenolova modf — Sigma-Aldrich, USA

citronan sodny — Lach-Ner, CR

Coomassie Brilliant Blue R 250 — Sigma-Aldrich, USA
destilovana voda vhodné pro PCR — Top-Bio, CR
dihydrogenfosforenan draselny — PENTA, CR
dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat — PENTA, CR
dodecylsiran sodny (SDS) — Sigma-Aldrich, USA

DTT (1,4-dithiothreitol) — Carl Roth GmbH, Némecko
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) — Sigma, USA
EGTA (kyselina ethylenglykoltetraoctovd) — Carl Roth GmbH, Némecko
ethanol - PENTA, CR

glycerol — Lach-Ner, CR

glycin — Carl Roth GmbH, Némecko

HEPES — Carl Roth GmbH, Némecko
hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat — PENTA, CR
hydroxid sodny — Lach-Ner, CR

chloramfenikol — Sigma-Aldrich, USA

chlorid draselny — Lach-Ner, CR

chlorid sodny — PENTA, CR

chlorid vapenaty — PENTA, CR

imidazol — Carl Roth GmbH, Némecko
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IPTG (isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid) — bioWORLD, USA
isopropanol — Lach-Ner, CR

kanamycin — Sigma-Aldrich, USA

kyselina boritd — PENTA, CR

kyselina citronova — PENTA, CR

kyselina chlorovodikova — PENTA, CR

kyselina kakodylova — Sigma-Aldrich, USA

kyselina octova — PENTA, CR

Luria-Bertani (LB) agar — Carl Roth GmbH, Némecko
Luria-Bertani (LB) médium — Carl Roth GmbH, Némecko
B-merkaptoethanol — Carl Roth GmbH, Némecko

MES — Carl Roth GmbH, Némecko

methanol — PENTA, CR

octan amonny — Lach-Ner, CR

octan sodny — PENTA, CR

octan vapenaty — PENTA, CR

PEG 8000 (polyethylenglykol 8000) — Sigma-Aldrich, USA
peroxodisiran amonny (APS) — Sigma-Aldrich, USA

PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid) — Carl Roth GmbH, Némecko
siran amonny — Sigma-Aldrich, USA

siran lithny — Sigma-Aldrich, USA

siran nikelnaty (hexahydrat) — PENTA, CR

TCEP (tris(2-karboxyethy)fosfin) — Sigma-Aldrich, USA
TEMED (N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin) — Carl Roth GmbH, Némecko
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) — Carl Roth GmbH, Némecko
Tris-HCI — Carl Roth GmbH, Némecko

Vsechny chemikalie byly nejméné Cistoty p.a.
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4.2 Ostatni material

Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit — Invitrogen™, Life Technol., USA

BamHI (20 000 U/ml) — New England BioLabs, USA

Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow (High Sub) — GE Healthcare, Svédsko

100x BSA (10 mg/ml) — New England BioLabs, USA

desti¢ky pro krystalografii (24 jamek, visici kapky) — Crystalgen SuperClear™ Plates,
pregreased — Crystalgen, USA

desti¢ky pro hledani vhodnych krystalizaénich podminek pomoci robotu Crystal Gryphon
Intelli-plates® 96 (3 well versions, low vol. reservoir, sitting drop) — Art Robbins
Instruments, USA

desti¢ky pro real-time PCR LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 — Roche, Svycarsko

dialyza¢ni membrany z regenerované celuldzy — Spectra/Por 4, MWCO 12 — 14 kDa
— Spectrum Laboratories, USA

DNA Ladder 1 kb — Sigma-Aldrich, USA

dNTP mix (10 mM) — Invitrogen™, Life Technologies, USA

DNA primery — Sigma-Aldrich, USA

Dpnl (20 000 U/ml) — New England BioLabs, USA

Escherichia coli kmen BL21(DE3) — Stratagene, USA

Escherichia coli kmen BL21(DE3)RIL — Agilent Technologies, USA

Escherichia coli kmen TOP10 — Invitrogen™, Life Technologies, USA

Escherichia coli kmen Rosetta(DE3) — Stratagene, USA

fluorescenéni barvivo SYPRO® Orange, Protein Gel Stain — Sigma-Aldrich, USA

félie na 96-jamkové krystalografické desticky — ThermalSeal RTS™ Sealing Films — Excel
Scientific — USA

folie na desti¢ky na real-time PCR LightCycler® 480 Sealing Foil — Roche, Svycarsko

filtry — SPARTAN 13/0,45 RC — Whatman™, GE Healthcare, Némecko

Gel Loading Solution (6x koncentrované barvivo) — Sigma-Aldrich, USA

GelRED™ Nucleic Acid Gel Stain 10 000x (ve vod&) — Biotium, USA

Chelating Sepharose™ Fast Flow — GE Healthcare, USA

inhibitor proteas SIGMA FAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free
— Sigma-Aldrich, USA

kolona Superdex™ 200 10/300 GL — GE Healthcare, Svédsko

kolona Superdex™ 75 10/300 GL — GE Healthcare, Svédsko

kolona Hiload 26/60 Superdex™ 200 pg — GE Healthcare, Svédsko
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kolona Hiload 26/60 Superdex™ 75 pg — GE Healthcare, Svédsko
koncentrator — Amicon® Ultra, 10 kDa, Millipore, USA
koncentrator — Amicon® Ultra, 30 kDa, Millipore, USA
kifemenné kyvety QS 3,00 mm — Hellma, Némecko
kifemenné kyvety QS 10,00 mm — Agilent Technologies, USA
kemenné kyvety pro CD spektroskopii — Starna, USA
kulata silikonizovana kryci sklicka — VDX, 0,22 mm — Hampton Research, USA
lysozym (min. 100 000 U/mg) — SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko
MonoS Sepharosa pro kationtové vyménnou chromatografii — Amersham Biosciences, Svédsko
MonoQ Sepharosa pro aniontové vyménnou chromatografii — Amersham Biosciences, Svédsko
Ncol (10 000 U/ml) — New England BioLabs, USA
Ndel (20,000 U/ml) — New England BioLabs, USA
Notl (10 000 U/ml) — New England BioLabs, USA
odsolovaci kolona Peptide MicroTrap — Michrom Bioresources, USA
PfuUltra™ HF DNA Polymerase (2,5 U/ul) — Agilent, USA
10x PfuUltra™ HF DNA polymerase Reaction Buffer— Agilent, USA
PKA (cAMP-dependentni proteinkinasa) — Promega, USA
plasmid pET-15b — Invitrogen, USA
plasmid pET-32b — Novagen, USA
plasmid pRSFDuet-1 — dar od Mgr. et Mgr. Evzena Boufi, PhD., NIH, USA
Precision Plus Protein Dual Color Standard — Bio-Rad, USA
10x NEbuffer — New England BioLabs, USA
10x pufr pro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP) — New England BioLabs, USA
sada 96 aditiv pro krystalografii — Additive Screen — Hampton Research, USA
sada pro &isténi DNA — GenElute™ PCR Clean-Up Kit — Sigma-Aldrich, USA
sada pro izolaci DNA z agarosového gelu — GeneJET™ Gel Extraction Kit, Fermentas, EU
sada pro izolaci plasmidové DNA — Jetquick Plasmid Miniprep spin kit, Genomed
— GmbH, Némecko
sada 96 krystalografickych srazecich roztoki — Crystal Screen 1 a 2 — Hampton Research, USA
sada 96 krystalografickych srazecich roztoka — Index HT — Hampton Research, USA
sada 96 krystalografickych srazecich roztok — Midas — Molecular Dimensions, UK
sada 96 krystalografickych srazecich roztok — Morpheus — Molecular Dimensions, UK
sady 96 krystalografickych srazecich roztok — JCSG I az IV— Qiagen, Nizozemsko
T4 DNA ligasa (400 000 U/ml) — New England BioLabs, USA
thrombin (z lidské plasmy) — Sigma-Aldrich, USA
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4.3 Pristroje

analyticka ultracentrifuga — ProteomLab™ XL-1 — Beckman Coulter, USA

centrifuga — centrifugace jednolitrovych bakterialnich kultur — 8K, Sigma, Némecko

centrifuga — centrifugace destic¢ek pfed DSF — Z 300, Hermle, Némecko

centrifuga — centrifugace sonikatu — Z 323 K, Hermle, Némecko

centrifuga — pro mikrozkumavky — Mini Spin Eppendorf, Némecko

centrifuga — koncentrovani proteint — Eppendorf 5804 R, Némecko

hmotnostni spektrometr ESI-FT-ICR — 9.4 T APEX-Ultra — Bruker Daltonics, USA

horizontélni agarosova elektroforéza — Sigma-Aldrich, USA

chromatografie — FPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Svédsko

inkubétor (37 °C) — MELAG, Némecko

inkubétor (18 °C) — Lovibond, Némecko

LightCycler 480 Il — Roche, Svycarsko

peristalticka pumpa — ECOLINE VC-MS/CA4-12, ISMATEC®, Svycarsko

pH-metr — 3505 pH Meter, Jenway, Velka Britanie

robot pro hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek — Crystal Gryphon — Art Robbins
Instruments, USA

sonicator® 3000 — Misonix, USA

termoblok — typ BTD, Grant, Velka Britanie

termocycler — Mastercycler Personal — Eppendorf, Némecko

transiluminator UVT-14 M — Herolab GmbH, Némecko

tfepacka bakterialnich kultur — Infors HT Multitron II, Svycarsko

tiepacka na zkumavky— Handy LAB® System, N-BIOTEK, NB-205, Korea

vertikalni polyakrylamidova elektroforéza — BIO-RAD, USA

vodni lazen — Memmert GmbH, Némecko

vortex Zx*— Velp Scientifica, Italie

zdroj napéti pro elektroforézu — PowerPac™ Basic, BIO-RAD, Singapur

UV-Vis absorpéni spektrofotometr — Agilent 8453, Agilent Technologies, USA

spektropolarimetr J-810 pro méieni CD spektroskopie — Jasco, Japonsko
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5 Experimentalni metody

Vyzkum proteini 14-3-3 a neutralni trehalasy Nthl pochazejici z kvasinek rodu
Saccharomyces cerevisiae probiha v laboratofi RNDr. Veroniky Obsilové, PhD. jiz nékolik let.
Z tohoto divodu bylo ve vétSiné experimenttt mozné pouzit diive zaklonované konstrukty
zminénych proteind a pfipravovat je podle zavedenych a optimalizovanych protokold (Obsil et

al. 2001; Obsilova et al. 2004; Veisova et al. 2012).

5.1 Priprava expresnich konstruktui

Pro vyzkum molekularniho mechanismu regulace funkce Nthl a studium jeji struktury bylo
pfipraveno nékolik riznych expresnich konstruktt jak neutralni trehalasy samotné, tak i jejich

vazebnych partnerti proteini Bmhl.

511 Klonovani konstruktd NTH1 WT

K ptipravé vétsiny proteinit Nthl WT byl pouzit konstrukt vyrobeny RNDr. Veronikou
Obsilovou, PhD. Gen NTH1 kodujici aminokyselinovou sekvenci Nth1l 1-751 byl zaklonovan
do upraveného plasmidu pET-32b (Novagen, USA) pomoci restrikénich endonukleas Ncol a
BamHI. Z tohoto plasmidu byla pied jeho pouzitim odstranéna sekvence 81 part basi
nésledujicich po sekvenci kodujici Sest po sobé nasledujicich histidint tzv. histidinovou kotvu.
Exprimovany protein Nth1 obsahoval na svém N-konci jiz zminénou histidinovou kotvu, navic
tzv. thioredoxinovou kotvu a misto umoznujici odstépeni tohoto tiseku pomoci thrombinu.
Plasmid byl nasledné transformovan do bakterii E. coli kmen Rosetta(DE3) (Stratagene, USA),
kde probihala exprese proteinu Nth1 WT (Veisova et al. 2012).

Z divodu znacn€ vysoké ceny thrombinu a potfeby produkce Nthl WT ve vétsich
mnozstvich urCenych pro pfipravua a naslednou krystalizaci komplexu proteint
pNth1:Bmhl AC M237Stop, jsme se rozhodli tento konstrukt umistit do nového plasmidu.
Pro tento tcel byl vybran upraveny plasmid pRSFDuet-1 (viz obrdzek 5.1, str. 40) nesouci
kromé sekvence pro N-koncovou histidinovou kotvu i gen pro vysoce rozpustny protein G_B1
a Stépné misto umoziujici odstépeni tohoto konce pomoci snadno a levné vyrobitelné TEV
proteasy. Gen NTH1 (pro aminokyselinovou sekvenci 1-751) byl do tohoto plasmidu
zaklonovan mezi $tépna mista pro restrikéni endonukleasy Ncol a BamHI. Vzhledem k pouziti
stejnych restrik¢énich mist, ktera byla pouzita pro zaklonovani konstruktu do plasmidu pET-32b,

bylo mozno insert pouze vys$tépit pomoci danych endonukleas a vlozit do nového plasmidu.
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Obrézek 5.1: Schéma upraveného plasmidu pRSFDuet-1. Pri upravé tohoto plasmidu Mgr. et
Mgr. Evienem Bourou, Ph.D. bylo piivodni Stépné misto pro restrikcéni endonukleasu Ncol
zruSeno a nové zavedeno v oblasti C-konce. Na N-konci flzniho proteinu se po expresi v takto
upraveného plasmidu nachézi histidinova kotva (Sest oranzovych kodonii pro His) a vysoce
rozpustny protein G _Bl (zelend sekvence nukleotidii). Tento N-koncovy Usek je
mozné Z vysledného fuzniho proteinu odstépit pomoci TEV proteasy (sekvence, kterou TEV
rozpoznavd, je vyznacena modie se §tépnym mistem mezi CAG a GGC). Cervené je oznacena
sekvence pro tzv. linker a fialové vyznacena oblast obsahuje Stépnd mista pro restrikcni
endonukleasy Ncol, BamHI, Pstl a Notl. Pro expresi je klicovy T7 promotor, na ktery naseda
T7 RNA polymerasa. Mistem ukoncujicim transkripci inzertu NTH1 je T7 terminator. lacl je
sekvence kodujici tzv. lac represor, ktery se vaze na DNA plasmidu a blokuje expresi insertu.
Tento represor své misto opousti po pridavku IPTG, ktery tak indukuje expresi cilového
proteinu Nthl. Kn je oblast kodujici rezistenci na kanamycin. Mapa plasmidu byla prevzata

z (http://www.merckmillipore.cz).

Stépeni plasmidu i insertu NTH1 pomoci restrikénich enzymi Ncol a BamHI probihalo
pres noc pii 37 °C. Reakéni smési byly piipraveny podle tabulky 5.1 (viz str. 41). Citéni
na$tépeného plasmidu pRSFDuet-1 bylo provedeno pomoci horizontalni elektroforézy
na 1% agarosovém gelu v pfitomnosti 1x koncentrovaného TBE pufru (postup viz kapitola
5.1.4 str. 42, sloZeni viz tabulky 5.3 a 5.4). 166 ul dvojité nastépeného (DD) linearizovaného

plasmidu spolu s28 ul 6x koncentrovaného barviva Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich,
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USA) bylo naneseno na gel. Horizontalni elektroforéza probihala po dobu 1 h pfi napéti 75 V.
Po vyjmuti gelu bylo mozné pod UV svétlem identifikovat zonu obsahujici DNA ptecisténého
plasmidu. Tato oblast byla ndsledné piesn€ vytiznuta a DNA z ni izolovana pomoci komeréné
vyrabéné sady GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas Life Science, EU). Pii extrakci DNA
bylo postupovano podle nadvodu vyrobce. Nejdiive byl ke gelu obsahujicim plasmid pfidan
vazebny pufr v poméru 1:1 (objemv ml:véha gelu v mg). Nasledné¢ byl gel rozpustén
pri teplot¢ 50 — 60 °C po dobu pfiblizné¢ 10 min. Poté byl roztok piemistén na specidlni
kolonku, ktera zachytila plasmidovou DNA. Nasledné byla zachycena DNA promyta a nakonec

eluovana pomoci 40 pl destilované vody uréené pro PCR piedehiaté na teplotu 60 — 70 °C.

Tabulka 5.1: SloZeni reakcnich smési pri Stépeni plasmidu pRSFDuet-1 a insertu NTH1 WT

pomoci restrikénich endonukleas Ncol a BamHI.

Stépeni plasmidu pRSFDuet-1 Stépeni insertu NTH1 WT
Chemikalie Mnozstvi Chemikalie MnozZstvi
plasmid pRSFDuet-1 140 pl insert NTH1 43 ul
10x NE pufr 3 16 wl 10x NE pufr 3 S5ul
Ncol (10 000 U/ml) 4 ul Ncol (10 000 U/ml) 1l
BamHI (20 000 U/ml) 4l BamHI (20 000 U/ml) 1 ul
100x BSA (10 mg/ml) 1,6 ul 100x BSA (10 mg/ml) 0,5 ul

Nastépeny insert NTH1 byl pfecistén pomoci komeréne vyrabéné sady GenEluteTM PCR
Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, USA). Tato sada umoziuje rychlé pieéisténi jedno- nebo dvou-
vlaknovych PCR produktli od ostatnich komponent, jako jsou primery, nukleotidy nebo DNA
polymerasa. Nejdiive byla DNA navazana na membranu kolonky a nasledné vyc¢isténa pomoci
specialniho pufru. Cistd DNA byla eluovana vodou pomoci 40 ul destilované vody uréené
pro PCR piedehtaté na teplotu 60 — 70 °C.

Ligace — spojeni dvojité nastépeného (DD) plasmidu pRSFDuet-1 s naStépenym insertem
NTH1 WT, probihala pomoci T4 DNA ligasy (New England BioLabs, USA) pti laboratorni
teploté po dobu dvou hodin a nasledn€ pies noc pii teploté¢ 4 °C (slozeni ligacni smési viz
tabulka 5.2, str. 42). Liga¢ni smés byla transformovana do kompetentnich bakterii E. coli kmen
TOP10 (viz kapitola 5.1.5, str. 43), ziskané kolonie byly zaockovany do 5 ml tekutého LB

média a izolovand DNA nésledné dorucena k sekvenaéni kontrole.
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Tabulka 5.2: SlozZeni ligacni smési pii klonoviani NTHI WT do plasmidu pRSFDuet-1.

Chemikalie MnozZstvi
DD pRSFDuet-1 2ul
DD insert NTHL WT 6 ul
10x pufr pro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP) 1ul
T4 DNA ligasa (400 000 U/ml) 1 ul

51.2 Klonovani konstrukti NTH1 100-751 a 153-751

Pro krystalografické ucely byly ptipraveny dva kratsi konstrukty NTH1 100-751 a
153—751, které neobsahuji DNA pro N-koncovou nestrukturni oblast Nthl. Exprimované fazni
proteiny se skladaji z konzervované katalytické domény a Nthl 100—-751 navic obsahuje i
Ca-vazebnou doménu.

Oba tyto konstrukty byly zaklonovany RNDr. Veronikou ObSilovou, PhD. do plasmidu
pRSFDuet-1 mezi mista pro restrikéni endonukleasy Ncol a Notl. Tento plasmid umoznil
jejich expresi jako fuznich proteini s N-koncovou histidinovou kotvou, navic s vysoce
rozpustnym proteinem G_B1 a $t€épnym mistem, umoznujicim odstépeni ptidaného N-konce

pomoci TEV proteasy.

51.3 Klonovani konstruktit BMH1 WT a AC

Proteiny Bmhl WT a AC M237Stop (konstrukt neobsahujici C-koncovou ¢ast proteinu)
byly exprimovany jako fazni proteiny obsahujici afinitni histidinovou kotvu na svém N-konci.
Konstrukt BMH1 WT byl jiz dfive zaklonovan RNDr. Veronikou Obsilovou, PhD. do plasmidi
PET-15b (Invitrogen, USA) pomoci restrikénich enzymti Ndel a BamHI a exprimovan
v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3) (Stratagene, USA) (Obsil et al. 2001; Obsilova et al.
2004). Konstrukt pro kratsi protein Bmhl AC M237Stop byl vytvofen pomoci cilené
jednobodové mutageneze. Pii tomto procesu byl kodon pro M237 zménén Mgr. Danou

Veisovou, PhD. na Stop kodon (Veisova et al. 2010).

514 Horizontalni TBE agarosova elektroforéza

Cisténi nastépenych plasmidd, kontrola uspé&snosti PCR reakci a ligaénich reakci byla
provadéna pomoci horizontalni elektroforézy na 1% agarosovém gelu Vv pfitomnosti
1x koncentrovaného TBE pufru (slozeni viz tabulky 5.3 a 5.4, str. 43). 1% agarosovy gel byl
ptipraven z 0,4 g agarosy rozpu§téné ve 40 ml vrouciho 1x koncentrovaného TBE pufru a

0,4 ul fluorescenéni barvy GelRED™ (Biotium, USA). Nezpolymerovany gel byl pielit
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do specialni formy a byl do né&j zaveden hiebinek pro vytvofeni jamek na vzorky. 15 pl vzorku
bylo smichano s 5 pul 6x koncentrovaného barviva Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich, USA)
a s 10 ul vody. Se stejnym mnozstvim barviva bylo smichano i 5 pl standardu DNA Ladder
1 kb (Sigma-Aldrich, USA). Nasledné byl zpolymerovany gel umistén do elektroforetické vany
naplnéné 1x koncentrovanym TBE pufrem a do jednotlivych jamek byly umistény ptislusné
vzorky. Elektroforéza probihala po dobu 1 h pfinapéti 75 V. Pro vizualizaci testované DNA
byla pouzita fluorescenéni barva GelRED™, kterd byla pfidina do gelu jestd pied jeho

ztuhnutim. Vysledek byl pozorovan pomoci UV svétla pti umisténi gelu do transiluminatoru.

Tabulka 5.3: Slozeni 1% agarosového gelu pro horizontdlni elektroforézu.

Chemikalie Mnozstvi
agarosa 049
1x TBE pufr 40 ml
barva GeIRED™ 0,4 pl

Tabulka 5.4: Slozeni 10 koncentrovaného TBE pufiu o vysledném objemu 500 ml.

Chemikalie Mnozstvi

Tris 549
kyselina borita 275¢

0,5M EDTA (pH = 8,0) 20 ml
destilovana voda doplnéni do 500 ml

5.15 Transformace metodou teplotniho Soku

Pii ptipravé jednotlivych konstrukti NTH1 a BMH1 byly pro transformaci pomoci
teplotniho Soku nejdiive pouzity bunky E. coli kmen TOP10 (Invitrogen™, Life Technologies,
USA), které jsou vhodné pro naslednou izolaci plasmidové DNA.

Buriky jsou uchovavany pfi teploté — 80 °C a pted pouzitim museji roztat v lazni s ledem.
Po rozmrznuti bylo 30 pul roztoku bakterii pfendano do plastové mikrozkumavky umisténé
v ledové 1azni a byly k nim ptidany 3 ul roztoku piislu§né plasmidové DNA se zaklonovanym
genem pro expresi daného proteinu. Nasledné byly buiiky 20 min inkubovany v ledové lazni
za obcasného promichavani. Poté byla mikrozkumavka se smési vlozena na 45 s do vodni 1azné
predehtaté na 42 °C a po uplynuti této doby byla mikrozkumavka vracena na 2 min do nadoby
s ledem. Nakonec bylo do zkumavky se smési piidano 300 ul LB média (sloZeni viz tabulka
5.5, str. 44) ptedehiatého na 37 °C a nasledovala inkubace jednu hodinu pii 37 °C a smés byla

vyseta na sterilni Petriho misku s pevnym LB agarem (sloZeni viz tabulka 5.5, str. 44)
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obsahujicim pfislusné antibiotikum (viz tabulka 5.6). Vysledné koncentrace jednotlivych
antibiotik v kultivaénich médiich jsou uvedeny v tabulce 5.7.

Nésledujici den bylo pomoci sterilni Klicky pteneseno nékolik samostatnych kolonii
do ptislusného poctu zkumavek s tekutym LB médiem. Kazda zkumavka obsahovala 5 ml LB
média spolu s vhodnym antibiotikem (viz tabulka 5.6). Zkumavky se smési média a bunék byly

nasledné kultivovany pies noc na tiepacéce pii teploté 37 °C a 200 ot./min.

Tabulka 5.5: SlozZeni tekutého a pevného LB média.

Slozeni 500 ml tekutého LB média Slozeni 500 ml pevného LB média 500 ml
Chemikalie MnozZstvi Chemikalie MnozZstvi

trypton 5¢g trypton 5¢

kvasni¢ny extrakt 259¢ kvasni¢ny extrakt 2590

NaCl 5¢g NaCl 5¢g

— - agar 10 g

destilovana voda doplnéni do 500 ml destilovana voda doplnéni do 500 ml

Tabulka 5.6: Seznam expresnich plasmidii transformovanych do bakterii Escherichia coli kmen

TOP10 a jejich antibiotickych rezistenci.

Kmen bakterii E. coli Plasmid Resistence vici antibiotiku
TOP10 PET-15b ampicilin
TOP10 PET-32b ampicilin
TOP10 PRSFDuet-1 kanamycin

Tabulka 5.7: Seznam pouzitych antibiotik a jejich vyslednych koncentraci v tekutych a pevnych
LB mediich.

Antibiotikum Koncentrace zasobniho roztoku Vysledna koncentrace
kanamycin 30 mg ml™ 30 pg ml™
ampicilin 100 mg ml™* 100 pg ml™
chloramfenikol 34mgml™! 34 pgml™!
5.1.6 Izolace plasmidové DNA

K izolaci plasmidové DNA z5ml kultur bakterii E. coli kmen TOP10 byla pouzita
komeréné dodavana sada Jetquick Plasmid Miniprep spin kit (Genomed GmbH, Némecko, viz
tabulka 5.8, str. 45). Podle instrukci vyrobce bylo v prvnim kroku pomoci centrifugace (1 min
pii 14 000 ot./min) odstranéno LB médium. Ziskana peleta usazenych bunék byla nasledné
rozpusSténa pomoci 250 pl roztoku GI1. Tento roztok obsahoval RNasu A, ktera degradovala

veskerou RNA pfitomnou ve vzorku. Lyze bunék bylo docileno ptidanim 250 ul roztoku G2 a

44



poté byl obsah mikrozkumavky zneutralizovan pomoci 350 ul roztoku G3. Po dalsi centrifugaci
byl supernatant pomoci pipety opatrné piemistén na kolonku a centrifugovan 1 min
pii 14 000 ot./min. Obsah odpadnich nadobek byl vylit, kolonky promyty roztokem G4 a znovu
centrifugovany 1 min pfi 14 000 ot./min. Nakonec byly kolonky ptfendany do ¢istych
mikrozkumavek a plasmidova DNA do nich eluovana pomoci 40 pl destilované vody uréené

pro PCR predem zahtaté na teplotu 60 — 70 °C.

Tabulka 5.8: Slozeni roztokii komercné vyrabéné sady pro izolaci plasmidové DNA (Jetquick

Plasmid Miniprep spin kit, Genomed GmbH, Némecko).

Néazev roztoku Slozeni zasobniho roztoku

Gl 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug ml™* RNasa A
G2 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS

G3 octan sodny, guanidinhydrochlorid

G4 ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI

5.1.7 Cilena bodova mutageneze genit NTH1 WT

Pro vyzkum tilohy kationtti Ca®* v regulaci aktivity Nth1, bylo do struktury Nth1 zavedeno
celkem dvanéact jednobodovych mutaci a to v oblasti Ca-vazebné domény Nthl (D114L,
D114E, D114N, D116L, K117L, N118L, 1121L, D125L, D125E a D125N) a v jejim blizkém
okoli (D103L a D173L).

Pfi cilené jednobodové mutagenezi bylo vyuZito polymerasové fetézové reakce (PCR),
pti které byl za pomoci predem navrzenych oligonukleotidii (viz tabulka 5.9, str. 46) zménén
kodon pro ur¢itou aminokyselinu, za kodon pro aminokyselinu jinou — nami zvolenou.
Oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby na jejich zacatcich a koncich byla baze C nebo G a
jediny zménény kodon se nachdzel pfiblizn¢ uprostfed jejich cca 30 nukleotidi dlouhé
sekvence.

Mutagenezni PCR je vétSinou velice rychly a uspésny mechanismus, ktery umoziuje
zménu jedné nebo vice aminokyselin ve vysledném expresnim produktu. Pribéh reakce byl
fizen cyklicky se opakujicimi zménami teploty (viz tabulka 5.11, str. 47) uloZenymi
Vv pfisluSném programu na pfistroji Personal Mastercycler (Eppendorf, Némecko). Slozeni
reak¢nich smési je uvedeno v tabulce 5.10 na str. 46. Jednotlivé komponenty byly postupné
pfidavany a michany v mikrozkumavkach uréenych pro PCR. Syntéza novych mutantnich
DNA byla katalyzovéna termostabilnim enzymem Pfu-Ultra™ HF DNA polymerasou (Agilent,
USA).
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Tabulka 5.9: Oligonukleotidy vyuzité pii cilené jednobodové mutagenezi. Sedé oznacené

kodony jsou misty jednobodovych mutaci.

Nézev oligonukleotidu Sekvence 5'— 3’

D103L_up C ttt atc gaa gat gtc ctt aaa aca cttaat gaa c
D103L_down g ttc att aag tgt ttt aag gac atc ttc gat aaa g
D114L _up Ccta ctg gct gct gag ctt acc gat aaa aattatc
D114L_down g ata att ttt atc ggt aag ctc agc agc cag tag
D114E_up cta ctg gct gct gag gag acc gat aaa aat tat c
D114E_down g ata att ttt atc ggt ctc ctc agc agc cag tag
D114N_up cta ctg gct gct gag aat acc gat aaa aat tat c
D114N_down g ata att ttt atc ggt att ctc agc agc cag tag
D116L _up gct gct gag gat acc ctt aaa aat tat cag atc
D116L_down gat ctg ata att ttt aag ggt atc ctc agc agc
K117L_up gct gag gat acc gat cta aat tat cag atc acc
K117L_down got gat ctg ata att tag atc ggt atc ctc agc
N118L _up gag gat acc gat aaa ctt tat cag atc acc atc
N118L_down gat ggt gat ctg ata aag ttt atc ggt atc ctc
112101 _up gat aaa aat tat cag ctc acc atc gag gat acc
1121L_down ggt atc ctc gat ggt gag ctg ata att ttt atc
D125L _up cag atc acc atc gag ctt acc ggt cca aaa gtt ttg
D125L_down caa aac ttt tgg acc ggt aag ctc gat ggt gat ctg
D125E_up cag atc acc atc gag gag acc ggt cca aaa gtt ttg
D125E_down caa aac ttt tgg acc ggt ctc ctc gat ggt gat ctg
D125N_up cag atc acc atc gag aat acc ggt cca aaa gtt ttg
D125N_down caa aac ttt tgg acc ggt att ctc gat ggt gat ctg
D173L_up cac caa att ttc tta ctt gaa gct cgt ata aac
D173L_down gtt tat acg agc ttc aag taa gaa aat ttg gtg

Tabulka 5.10: SloZeni reakcni smési pouzité pro mutagenezni PCR.

Chemikalie

MnozZstvi

10x reakéni pufr pro Pfu-Ultra™ HF DNA polymerasu 5ul

templatova DNA 1l
smeés ANTP (1,6 uM) 2,5 ul
10 mM primer up 2ul
10 mM primer down 2ul
destilovana voda pro PCR 36,5 ul
PfuUltra™ HF polymerasa (2,5 U/ul) 1 ul
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P1i teploté 95 °C doslo k denaturaci dvouvlaknové templatové DNA a nasledné pii teploté
51 °C Kk hybridizaci mutageneznich primert na komplementarni oblasti templatové DNA.
K syntéze novych fetézcti DNA dochézelo pfi teploté 68 °C ve sméru od konce 5” ke konci 3.
dNTP byly s pomoci PfuUltra™ HF DNA polymerasy piipojovany vzdy k volnému konci 3’
nove vznikajiciho vlakna. Po dokonceni syntézy byla teplota znovu zvysena na 95 °C a cely

proces syntézy novych vlaken DNA byl opakovan ve dvaceti cyklech (viz tabulka 5.11).

Tabulka 5.11: Nastaveni programu pro mutagenezni PCR.

Teplota Doba trvani
95°C 1 min
95°C 30s
51°C 1 min 20x opakovano
68 °C 12 min
68 °C 12 min

4°C  do vypnuti pfistroje

5.1.8  Stépeni templatové DNA

Po mutageneznim PCR bylo nutné ze vzorkl odstranit ptivodni templatovou DNA NTH1
WT pomoci restrikéni endonukleasy Dpnl. Tento enzym $tépi ptivodni methylovanou DNA
(uvnit sekvence 5-GmPATC-3"), ale nechava nepozménénou nové syntetizovanou DNA, ktera
neobsahuje zadné methylované adeniny.

K 50 pl reakéni smési po mutagenezni PCR bylo pfidano 1,5 pl restrikéni endonukleasy
Dpnl. Vzorek byl lehce promichan a inkubovén pfi teploté 37 °C po dobu 1,5 h. Po skonceni
Stépeni bylo ze vzorku odebrano 5 ul pro kontrolu pomoci horizontdlni TBE agarosové
elektroforézy (viz kapitola 5.1.4, str. 42) a zbytek vzorku byl zmrazen pii teploté — 21 °C.

Timto postupem bylo zajisténo, ze se pifi nasledujici transformaci do kompetentnich
bakterii E. coli kmen TOP10 (viz kapitola 5.1.5, str. 43) dostaly vétSinou jen plasmidy
obsahujici kompletné zmutovanou DNA. Kultivaci téchto bakterii doslo k namnozeni
plasmidové DNA nesouci geny pro mutantni proteiny Nthl. Po nésledné izolaci plasmidové

DNA byla ptitomnost jednotlivych mutaci ovéfena sekvenacni analyzou.

5.1.9 Sekvenaéni analyza DNA

Oveéreni Gspésnosti cilené jednobodové mutageneze a klonovani nekterych konstrukti bylo
provedeno v Laboratofi sekvenace DNA RNDr. Stépanky Hrdé z PiF UK a ve Stiedisku
sekvenovani DNA pti MBU AV CR, v.v.i., vedeném Jiirgenem Felsbergem, CSc.
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Obréazek 5.2: Vysledek porovnani aminokyselinovych sekvenci kvasni¢né neutralni trehalasy
Nthl a regulacni domény trehalasy Tre37A4 pochdzejici z E. coli (2JG0). Porovnani predikce
sekundarni struktury Nthl svyresenou krystalovou strukturou 2JGO. Oblasti obsahujici
a-Sroubovice jsou oznaceny Cervene a struktury skladaného listu jsou obarveny zluté. Zelené
cary oznacuji oblast Ca-vazebné domény Nthl (T105 az T135) obsahujici tzv. EF-hand motiv
(D114 az DI125) a fialové éary ohranic¢uji katalytickou doménu Nthl (P295 az N721). Sedé
Jjsou vyznaceny prvni aminokyseliny konstruktii pouzivanych pri krystalizaci Nthl (E100 a
S153).
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5.1.10 Predikce sekundarni struktury Nth1l a porovnani shody
s krystalovou strukturou 2JGO

Pti navrhovani konstruktd NTH1 urcenych pro proteinovou krystalografii bylo vychazeno
z vysledkl predikce sekundarni struktury kvasni¢né neutralni trehalasy Nthl a bylo také
ptihlizeno k vyfeSené krystalové struktuie katalytické domény trehalasy Tre37A z bakterii
E. coli (Gibson et al. 2007). Pravé tato struktura 2JGO vykazuje 42% sekvencni podobnost a
27% identitu s Nth1 (viz. kapitola 5.3, str. 63).

Pro porovnani obou aminokyselinovych sekvenci (2JGO a Nthl) byl pouZit internetovy
program ClustalW2 Multiple Sequence Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
Pro predikci sekundarni struktury Nthl byl pouzit internetovy program PSIPRED v3.3
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Vysledek z obou téchto analyz se nachazi na obrazku 5.2

na strané 48.

5.2 Exprese a purifikace proteint

Pro expresi vSech zkoumanych rekombinantnich proteini byly pouzity expresni systémy
bakterii E. coli. Diky témto systémtm bylo mozné v kratkém Casovém useku a za ptiznivou
cenu vyrabét miligramova mnozstvi ¢istych rekombinantnich proteini Nthl a Bmhl. VSechny
pouzité kmeny geneticky modifikovanych bakterii E. coli obsahovaly gen kodujici lac represor
a gen pro syntézu T7 RNA polymerasy. Lac represor naseda na tzv. lac promotor a tim blokuje
transkripci T7 RNA polymerasy. V pfitomnosti induktoru IPTG dochazi k uvolnéni lac
represoru a ke spusténi syntézy T7 RNA polymerasy, ktera nasledné provadi transkripci genu
rekombinantniho proteinu, ktery byl ptivodné taktéz blokovan lac represorem.

Proteiny Nth1 a Bmhl pouzité v popisovanych experimentech byly vyrobeny autorkou této

diserta¢ni prace na odd&leni Proteinovych struktur ve Fyziologickém tistavu AV CR, v.v.i.

5.2.1 Transformace kompetentnich bunék vhodnych pro expresi
proteinu

Pro transformaci byly pouzity kmeny kompetentnich bakterii E. coli uvedené v tabulce 5.12
(viz str. 50). Postup transformace plasmidi nesoucich gen pro piislusny fazni protein byl stejny
jako v kapitole 5.1.5 (str. 43). Rozdil byl pouze v pouzivanych objemech. Ke 45 pl roztoku
piislu$nych kompetentnich bakterii E. coli byly pfidany 2 ul sekvena¢né ovétené plasmidové
DNA a po teplotnim $oku bylo pfidano 450 ul LB média. Po jednohodinové inkubaci pii 37 °C
a 180 ot./min byly bakterie pfes noc kultivovany na sterilnich Petriho miskach s pevnym LB
agarem obsahujicim pfislusné antibiotikum (viz tabulka 5.12, str. 50). SloZeni pevného a

tekutého LB média a koncentrace piislusnych antibiotik je uveden v kapitole 5.1.5 (str. 43).
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Druhy den byly kolonie pieneseny pomoci sterilnich plastovych kli¢ek do zkumavek s tekutym
LB médiem a piislusnym antibiotikem (viz tabulka 5.12). Zkumavky se smési LB média a

bunék byly inkubovany pies noc pii teploté 37 °C a 180 ot./min.

Tabulka 5.12: Seznam pouzitych kompetentnich bunék Escherichia coli, pouZivanych

expresnich plasmidii a antibiotickych rezistenci.

Kmen bakterii E. coli Expresni plasmid Resistence vici antibiotiku
BL21(DE3) PET-15b ampicilin
BL21(DE3) PRSFDuet-1 kanamycin

Rosetta(DE3) PET-32b ampicilin + chloramfenikol

5.2.2 Zasobni roztoky transformovanych bakterii

Bakterie obsahujici plasmid s genem pro piislusny protein byly skladovany v mrazicim
boxu v — 80 °C v roztocich obsahujicich glycerol o vysledné koncentraci 30 % (v/v). Zasobni
roztoky byly pfipraveny ze 300 pl sterilniho glycerolu a 700 pl bakteridlni kultury péstované
ptes noc v 5 ml sterilniho tekutého LB média pfi teploté 37 °C, rychlosti tiepani 180 ot./min,
v pritomnosti pfislusného antibiotika (viz tabulka 5.12) o vysledné koncentraci uvedené

v tabulce 5.7 (viz str. 44).

5.2.3 Exprese protein

Pted expresi proteinli ve vice litrovych mnozstvich bylo nutné necely den piedem
kultivovat bakterie v5ml LB média. Zrozmrazeného zasobniho roztoku s bakteriemi
nesoucimi gen pro cilovy protein bylo odebrano 5 pl a pfeneseno do 5 ml sterilniho LB média
obsahujiciho pfislusné antibiotikum (viz tabulka 5.12) o wvysledné koncentraci uvedené
v tabulce 5.7 (viz str. 44). Rust bakterialni kultury probihal pfes noc pfi teploté¢ 37 °C a
180 ot./min.

Druhy den rano se do piedem piipravenych dvoulitrovych nadob obsahujicich po jednom
litru LB média ptidal 1 ml roztoku pfislusného antibiotika a nasledné také 5 ml bunécné kultury
inkubované pies noc. Slozeni tekutych LB médii a koncentrace antibiotik byly popsany
v kapitole 5.1.5 (viz str. 43) Nadoby se sm&si LB média a bunék byly poté vlozeny
do inkubatoru. Kde probihal jejich rist pfi teploté 37 °C a 190 ot./min po dobu téméf tfi hodin
— dokud pribézné¢ méfena optickd denzita kultury nedosahla hodnoty piiblizné¢ 0,6 az 0,8
(méteno pii vinové délce 600 nm, proti Cistému LB médiu).

Pro indukci syntézy bilkovin byl pouZit roztok IPTG o finalni koncentraci 0,5 mM. Exprese

jednotlivych proteini probihala ptes noc pti 190 ot./min, za riznych teplot. Proteiny Nth1 WT,
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jejich mutantni formy a konstrukty uréené pro krystalografii byly exprimovany pii 25 °C.
Proteiny Bmh1 byly bakteriemi syntetizovany piti 30 °C.

5.24 Centrifugace a lyze bunék

Pro odstranéni tekutého LB média z bakteridlnich kultur byly tyto kultury pfelity
do jednolitrovych plastovych kyvet a nasledné centrifugovany po dobu 20 min za teploty 4 °C
pti 3 000 ot./min. Po vyjmuti z centrifugy byl vznikly supernatant pielit do odpadnich lahvi a
kyvety umistény do nadoby s ledem. Pelety s bakteriemi byly resuspendovany v lyza¢nim pufru
pomoci vortexu (sloZeni viz tabulka 5.13). Na rozpusténi pelet vzniklych centrifugaci tfi litra
bakterialnich kultur bylo potieba 100 ml lyza¢niho pufru. Roztoky bakterii s exprimovanym
proteinem byly nasledné piemistény do plastovych 50 ml zkumavek s vickem a zmrazeny
pfi teplot¢ — 80 °C. Takto nizka teplota narusuje soudrznost bakteridlnich buné¢nych stén a
usnadiiuje tak nasledny lyzac¢ni proces.

Pted rozbijenim bunék pomoci ultrazvuku byly roztoky s bakteriemi rozmrazeny, prelity
do sklenéné tlustosténné kadinky a bylo k nim pfidano 10 mg lysozymu (vysledna koncentrace
byla piiblizng 100 ug ml™). Tento enzym §tépi peptidoglykany bakteridlni bun&éné stény.
Inkubace probihala za stdlého michani, po dobu 30 min, pfiteploté 4 °C. K bakteriim
obsahujicim proteiny Nth1l byla soucasné s lysozymem pfidana rozpusténa tableta inhibitoru

proteas (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free, Sigma-Aldrich, USA).

Tabulka 5.13: Slozeni lyzacniho pufiu a 10x koncentrovaného PBS pufru.

Lyzaéni pufr 10x koncentrovany PBS pufr
Chemikalie oysieana Chemikalie oysiedna
10x PBS 1x PBS KCI 27 mM
NaCl 1M NaCl 14 M
imidazol 2 mM Na,HPO, 50 mM
B-merkaptoethanol 4 mM KH,PO, 18 mM

5.25 Sonikace bakterii

Rozruseni bunéénych obalt bakterii bylo dokon¢eno pomoci tzv. sonikace, pii které byly
bakterialni bufiky vystaveny pisobeni ultrazvuku. Kratce pted sonikaci byl k bakteriim
ziskanym ze tfi litrd LB média piidan 1 ml 0,1 M roztoku PMSF (vysledna koncentrace byla
ptiblizné 1 mM), ktery inhibuje serinové proteasy. Nasledné byla kadinka s roztokem bakterii

umisténa do nadoby s ledem a spolu sni do skiinky sonikatoru. Celkovy ¢&as pulisobeni
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ultrazvuku na takto pfipraveny roztok bakterii byl ptiblizn¢ 20 min pii vykonu 57 W. Bakterie
obsahujici exprimované proteiny Nthl byly vystaveny ultrazvuku s pulzy trvajicimi 3 sa 17 s
pauzami. Bakterie obsahujici stabilngjsi proteiny Bmhl byly sonikovany po dobu 10 sa
prodlevy trvaly 20 s. Sonikacni proces trval do doby, nez roztok ziskal nasedlou barvu a stal se
méné viskozni.

Zbytky rozbitych bunék byly z roztoku obsahujiciho homogenizovany protein odstranény
pomoci centrifugace pii 13 500 ot./min a teploté 4 °C po dobu 40 min. Vysledny supernatant

obsahujici rozpustny protein byl dale zpracovavan niklovou chelata¢ni chromatografii.

5.2.6 Niklova chelataéni chromatografie

Vsechny zkoumané proteiny byly exprimovany jako fuzni proteiny obsahujici na svém
N-konci odstépitelnou histidinovou kotvu (6x His). Tato kotva umoznila vyuziti niklové
chelatacni chromatografie. Pfi této metod¢ byl ¢istény fuzni protein zachycen pomoci
koordina¢ni vazby s kationty Ni?*, které byly chelatované na naplni kolony. Zachyceny protein
byl nésledné precistén a eluovan gradientem imidazolu, ktery ma schopnost fuzni protein
Z kolony vytésnit.

Nejdiive bylo nutné naplnit kolonu piiblizné¢ 4 ml sepharosy ulozené ve 20% (v/v) ethanolu
(Chelating Sepharose™ Fast Flow, GE Healthcare, USA). Pomoci peristaltické pumpy byl

z kolony odstranén ethanol a za priitoku 5 ml min " byla kolona promyta nésledujicimi roztoky:

e 15 ml destilovana voda

e 15 ml roztok Stripp (0,5 M NaCla 0,1 MEDTA)
e 20 ml destilovana voda

e 50ml 0,1 M NiSO,

e 15 ml destilovana voda

e 20 ml pufr E (slozeni viz tabulka 5.14, str. 53)

Po promyti kolony pufrem E byla hladina tohoto pufru zastavena té€sné¢ nad koncem napln¢
kolony a kolona uzaviena vickem. Pomoci Pasteurovy pipety bylo do kolony pfendano asi
10 ml sonikétu obsahujiciho purifikovany protein a promichano s naplni. Cely obsah kolony
byl nasledné piemistén do kadinky se sonikatem a za stalého michani inkubovan po dobu
30 min pfi teploté 4 °C.

V nésledujicim kroku byl protein zachyceny na naplni kolony promyvan 400 ml 10% (v/v)
roztoku pufru F v pufru E (sloZeni viz tabulka 5.14, str. 53). Promyvani bylo provadéno
ve dvou 45ml plastovych zkumavkach s vickem pomoci centrifugace pti 1600 ot./min a teploté

4°C vzdy podobu 1 min. V prvnich dvou centrifugacich byla odd€lena naplii kolony
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S navazanymi proteiny od supernatantu, ktery obsahoval necistoty rozpusténé v lyza¢nim pufru.
Supernatant byl opatrné odlit do odpadu. Peleta byla vzdy znovu resuspendovana pfiblizné
30 ml 10% (v/v) pufru F. Pti tomto procesu doslo k oddéleni slabéji, nespecificky navazanych
bilkovin od cilového proteinu. Poslednich nékolik desitek mililitrd 10% (v/v) pufru F bylo
pouzito na pifemisténi naplné s navazanym fuznim proteinem zpét do kolony. Po od&erpani
prebytku 10% (v/v) pufru F byla peristalticka pumpa zastavena, tak aby hladina pufru koncila
tésn¢ nad zacatkem napln¢ kolony s navazanym proteinem. Vyvod kolony byl nasledné uzavien
vickem.

Eluce precisténého proteinu byla provedena gravitaén¢€ pomoci pufru F (slozeni viz tabulka
5.14). Jednotlivé frakce byly sbirany do plastovych mikrozkumavek umisténych v nadobé
sledem. Zkazdé frakce byl nasledné odebran 15 pl vzorek pro vertikalni elektroforézu
Vv polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (viz nésledujici kapitola 5.2.7). Regenerace
kolony byla provedena promytim 30 ml roztoku Stripp (0,5 M NaCl a 0,1 M EDTA), 20 ml
destilované vody a 20 ml 20% (v/v) ethanolu a kolona byla uskladnéna pfi teploté 4 °C.

Tabulka 5.14: SloZeni pufru E a pufiu F pro niklovou chelatacni chromatografii.

Pufr E Pufr F (pH = 8)
Chemikélie Vysledna Chemikélie Vysledna
koncentrace koncentrace
10x PBS 1x PBS 10x PBS 1x PBS
NaCl 05M NaCl 05M
imidazol 1mM imidazol 600 mM
B-merkaptoethanol 2mM B-merkaptoethanol 2mM

5.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostredi SDS

Pritomnost a ¢istota vyrabénych proteind byla ovéfovana pomoci vertikalni elektroforézy
v 10% (v/v), 12% (v/v) nebo 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu v piitomnosti denatura¢niho
prostiedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). SDS zaruduje, Ze proteiny separované na gelu
maji stejny zaporny ndboj a de€li se pouze na zdklad¢é velikosti svych molekul. Molekuly
proteinii se pohybuji smérem od katody k anod€. Rychlost vétsich molekul je pii této
elektromigracni metodé nizsi nez rychlost mensich molekul. Pfed samotnou elektroforézou
bylo nutné nejdiive zpolymerovat polyakryamidové gely. Separacni gel byl pfipraven podle
tabulky 5.15 (viz str. 54) a nalit mezi pfedem pfipravena utésnéna skla. Vyrovnani hladiny gelu
bylo provedeno pomoci isopropanolu, ktery byl nalit na jesté nezpolymerovany gel. Po ztuhnuti

separa¢niho gelu byl isopropanol odstranén a misto né&j byl nalit zavadéci gel (sloZeni viz
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tabulka 5.16). Do tohoto vrchniho gelu byl ihned vlozen hiebinek, ktery v gelu vytvoril deset
jamek. Po ztuhnuti zavadéciho gelu byla skla s gelem umisténa do specialniho drzaku a s nim
do elektroforetické nadoby.

Z jednotlivych frakci ziskanych napt. niklovou chelatacni chromatografii byly odebrany
15 pl vzorky a k nim ptfiddno 5 pl 5x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (slozeni viz tabulka
5.19, str. 55). Vzorky Bmh1 musely byt fedény destilovanou vodou, protoze obsahovaly prili$
vysoké koncentrace proteinti. 20 pl vzorky byly pfed nadavkovanim do gelu vareny
v plastovych mikrozkumavkach po dobu cca 3 min. Prouréeni velikosti proteint
rozdélovanych na gelu byl pouzit proteinovy standard (Precision Plus Protein Dual Color
Standard, Bio-Rad, USA). Elektroforéza probihala v prostfedi 1x koncentrovanym SDS pufru
(slozeni viz tabulka 5.17, str. 55). Pfed spusténim metody byl vyjmut hiebinek a do jamek bylo
pomoci automatické pipety nadavkovano 10 ul standardu a po 20 pl jednotlivych vzorkd. Poté
byla elektroforeticka nadoba uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji napéti, které bylo prvnich
10 min 95 V, a poté elektroforéza probihala cca 1 h pti 195 V. Po vypnuti byla skla rozdélena a
gel pfendan do jednolitrové kddinky. Nasledné byl gel obarven barvicim roztokem (slozeni viz
tabulka 5.20, str. 55) s modrym barvivem Coomassie Brilliant Blue R 250 po dobu cca 30 min
a pro néslednou vizualizaci proteini odbarvovan pies noc v odbarvovacim roztoku (sloZeni viz

tabulka 5.20, str. 55).

Tabulka 5.15: Slozeni 10% (v/v), 12% (v/v) a 15% (v/v) polyakrylamidového separacniho gelu
pro SDS-PGE.

10% 12% 15%
separani gel separacni gel separacni gel

Chemikalie Mnozstvi Mnozstvi Mnozstvi
pufr pro separacéni gel 2ml 2ml 2ml
akrylamid/bisakrylamid 2,5 ml 3mil 3,75 ml
10% peroxodisiran amonny 75 ul 75 ul 75 ul
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul
destilovana voda 3ml 2,6 ml 1,75 mi

Tabulka 5.16: Slozeni 4% (v/v) polyakrylamidového zavadéciho gelu.

Chemikalie Mnozstvi
pufr pro zavadeéci gel 1ml
akrylamid/bis-akrylamid 0,5 ml
10% (wi/v) peroxodisiran amonny 75 wl
TEMED 8 ul
destilovana voda 2,25 ml
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Tabulka 5.17: Slozeni akrylamidu/bisakrylamidu a 10% koncentrovaného pufiu pro SDS-
PAGE.

Akrylamid/bisakrylamid 10x koncentrovany pufr pro SDS-PAGE
Chemikalie Mnozstvi Chemikalie MnozZstvi
akrylamid 29,2 ¢ Tris 30¢
bis-akrylamid 08¢ glycin 144 g
- - SDS 10g
destilovana voda doplnéni do 100 ml destilovana voda doplnénido 11

Tabulka 5.18: Slozeni 100 ml pufru pro zavadéci polyakrylamidovy gel a pro separacni
polyakrylamidovy gel.

Puft pro separacni gel Pufr pro zavadéci gel
Chemikalie MnozZstvi Chemikalie MnozZstvi
2 M Tris-HCI (pH = 8,8) 75 ml 1 M Tris-HCI (pH = 6,8) 50 ml
10% (w/v) SDS 4 ml 10% (w/v) SDS 4ml
destilovana voda 21 ml destilovana voda 46 ml

Tabulka 5.19: SlozZeni 5% koncentrovaného pufiru pro pripravu vzorkii pro SDS-PAGE.

Chemikalie Mnozstvi
1 M Tris-HCI (pH = 6,8) 600 pl
50% (w/v) glycerol 5mil
10% (w/v) SDS 2mi
-merkaptoethanol 500 pl
1% (w/v) bromfenolova modf 1ml
destilovana voda 900 pl

Tabulka 5.20: Slozeni 1 [ barviciho a odbarvovaciho roztoku na gely z SDS-PAGE.

Barvici roztok Odbarvovaci roztok
Chemikalie Mnozstvi Mnozstvi
Coomassie Brilliant Blue R250 lg —
methanol 450 ml 100 ml
kyselina octova 100 ml 100 ml
destilovana voda 450 ml 800 ml
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5.2.8 Dialyza

Dialyza je proces, pii kterém dochazi k pfechodu chemickych latek pies semipermeabilni
membranu z prostiedi s vyS$Si koncentraci téchto latek do prostfedi s koncentraci nizsi.
Rozhodujici je velikost port dialyzaéni membrany, kterda nesmi umoznit prichod
dialyzovanych bilkovin do dialyza¢niho roztoku.

Na zakladé¢ vysledkt ziskanych SDS-PAGE byly frakce obsahujici nejvétsi podil
pozadovaného proteinu slou¢eny a byla jimi naplnéna polopropustna dialyza¢ni membrana
z regenerované celuldzy (Spectra/Por 4, MWCO 12 — 14 kDa, Spectrum Laboratories, USA),
nepropustnd pro Castice ve€tsi néz 14 kDa. Membrana byla vlozena do jednoho
litru vychlazeného dialyza¢niho pufru (slozeni viz tabulka 5.21). Dialyza probihala za stalého
michani pii teploté 4 °C bud’ pies noc, nebo pouze 5 h a poté byla dialyzacni membrana
s proteinem piendana do pufru E pro iontov€é vyménnou chromatografii (sloZeni viz tabulka

5.22), ve které dialyza probihala do druhého dne.

Tabulka 5.21: SloZeni pufrii pro dialyzu bezprostiedné ndsledujici po niklové chelatacni
chromatografii.

Néazvy faznich proteinti Slozeni dialyza¢niho pufru

20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 5 mM EDTA,
2 mM B-merkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol

Nth1 WT a mutantni formy

20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NacCl,
Nth1l 100-751 a 153-751 5 mM EDTA, 2 mM B-merkaptoethanol,
10% (w/v) glycerol

20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 5 mM EDTA,

Bmh1 WT a AC M237Stop 2 mM B-merkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol

Tabulka 5.22: Slozeni pufiu E pro dialyzu Nthl WT a jeho mutantnich forem pred kationtové
vyménnou chromatografii a pro dialyzu Bmhl WT a AC M237Stop pred aniontové vyménnou

chromatografii.

Nazvy flznich proteint Slozeni pufru E pro iontové vyménnou chromatografii

50 mM Kkyselina citronova (pH = 6,0), 1 mM EDTA,
2mM DTT, 10% (w/v) glycerol

Nthl WT a mutantni formy

50 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 1 mM EDTA,

Bmhl WT a AC M237Stop 2mM DTT, 10% (w/v) glycerol
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5.2.9 Thrombinové stépeni

Pro piipravu proteinového komplexu pNthl WT:Bmhl AC M237Stop a jeho naslednou
krystalizaci, bylo nutné z obou proteint nejdiive odstranit jejich N-koncové ¢asti obsahujici mj.
histidinovou kotvu.

Pro odstépeni N-koncové ¢asti fuzniho proteinu Bmh1l AC M237Stop byl pouzit thrombin
ziskany z lidského séra (Sigma-Aldrich, USA). Lyofilizovany thrombin se nejdiive rozpustil
v 1 ml sterilni destilované vody. Vznikl tak roztok obsahujici 1 U enzymu v 1 pl. Pro odstépeni
N-terminalni ¢asti proteinu Bmhl AC M237Stop bylo pfidano 5 U thrombinu na 1 mg tohoto
proteinu. Stépeni probihalo v dialyze pfes noc pii teploté 4 °C v piitomnosti stejného
dialyza¢niho pufru, jaky je uveden v tabulce 5.21 (viz str. 56), ale ktery obsahoval niz§i 1 mM
koncentraci EDTA. Uspé&snost S$tépeni byla ovéfena porovnanim pivodniho vzorku
obsahujicim N-koncovou ¢ast s na$tépenym vzorkem pomoci 15% SDS-PAGE. Thrombin byl
ze vzorkll odstranén promytim pies benzamidinovou kolonku (Benzamidine Sepharose 4 Fast
Flow (High Sub), GE Healthcare, Svédsko), kterd byla nejdiive promyta piislusnym

dialyza¢nim pufrem.

5.2.10 Stépeni TEV proteasou a jeji priprava

Z divodu vysoké ceny thrombinu byly konstrukty Nthl WT, Nthl 100-751 a
Nth1 153-751 zaklonovany do plasmidu pRSFDuet-1, ktery umoziiuje odstépeni N-koncove
¢asti proteinu pomoci TEV proteasy. Tento enzym jsme schopni v nasi laboratofi snadno
vyrabét ve vysoké Cistoté a velkém mnozstvi podle zavedeného protokolu.

K expresi TEV proteasy byl vyuzit zasobni glycerolovy roztok bunék BL21(DE3)RIL
(Agilent Technologies, USA) obsahujicich zaklonovany gen pro tento enzym. Pro zao¢kovani
5 ml tekutého LB média bylo pouzito 5 ul tohoto roztoku, ampicilin o vysledné koncentraci
100 pg ml™* a chloramfenikol o vysledné koncentraci 34 ug ml™. Kultivace probihala pies noc
pti teploté 37 °C a 180 ot./min. Druhy den byla narostld bakteridlni kultura prelita do sklenéné
bané obsahujici 1| LB média s ptislusnymi antibiotiky. Kultivace, indukce exprese, exprese,
centrifugace a resuspendace bun¢k probihala stejng, jako bylo popsano v kapitolach 5.2.3 a
5.2.4 (viz str. 50 a 51).

Resuspendované bakterie byly zmrazeny v lyza¢nim pufru (1x PBS, 1M NaCl, 4 mM (-
merkaptoethanol, 2 mM imidazol) pfi teploté — 80 °C. Nasledné byly bakterie rozmrazeny a
inkubovany s10mg lysozymu za stalého michani pii teplot¢ 4 °C podobu 30 min.
Pii navazujici sonikaci ptsobil ultrazvuk po dobu 15 s, pak byl vzdy na 45 s vypnut a cely

proces se nékolikrat opakoval. Celkova doba pisobeni ultrazvuku byla 15 min. Zbytky
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rozbitych bunék byly z roztoku obsahujiciho TEV proteasu odstranény pomoci centrifugace
pii 13 500 ot./min a teplot¢ 4 °C po dobu 40 min. Poté nasledovala niklova chelata¢ni
chromatografie, ktera byla provedena stejné jako v kapitole 5.2.6 (viz str. 52). Cistota
eluovanych frakci byla ovéfena pomoci 15% SDS-PAGE (viz obrazek 5.3). Frakce 2 az 9 byly
slou¢eny a umistény do polopropustné dialyzacni membrany z regenerované -celuldzy
(Spectra/Por 4, MWCO 12 — 14 kDa, Spectrum Laboratories, USA) a dialyzovany proti pufru
obsahujicimu 50 mM Tris-HCI (pH =7,5), 1 mM EDTA, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol
pti teploté 4 °C ptes noc.

St 1 2 3 4 5 6 7 8 9

kDa 250
150

100

75

50

37

. “owew =

20

<€ TEV proteasa

’

Obrazek 5.3: 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy standard
molekulovych vah (St) a vzorky frakci obsahujicich TEV proteasu (2 az 9) eluovanych

pri niklové chelatacni chromatografii.

Po dialyze byl roztok TEV proteasy vyndan z dialyzacni membrany a ptefiltrovan ptes filtr
SPARTAN 13/0,45 RC (Whatman™, GE Healthcare, Némecko). Nésledn& byla zmétena
proteinova koncentrace proti dialyzacnimu pufru (postup viz kapitola 5.2.14 str. 61). TEV
proteasa byla vysledné nafedéna tak, aby jeji zasobni roztok vykazoval absorbanci pifi 280 nm
rovnou piiblizné jedna. Takto nafedény roztok obsahoval TEV proteasu o koncentraci cca
0,8 mg ml™'. Podle aktivit komerén& vyrabénych TEV proteas 1 U by méla odpovidat 0,1 pg.
Z toho plyne, ze 1 ul takto ptipraveného zasobniho roztoku TEV proteasy obsahoval ptiblizné
8 U. Z&sobni roztoky TEV proteasy byly skladovany v 1,5 ml mikrozkumavkach pti teploté
—80 °C.

Stépeni proteintt Nth1 (WT z plasmidu pRSF-Duet-1, 153—751 a 100-751) bylo provadéno
soucasn¢ s dialyzou nasledujici bezprostfedné po niklové chelataéni chromatografii (viz
kapitola 5.2.8, str. 56). Na jeden mg proteinu Nth1 bylo do dialyzaéni membrany ptidano cca
250 U TEV proteasy. Stépeni probihalo pies noc pii teploté 4 °C.
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5.2.11 lontové vyménna chromatografie

Pro zvySeni Cistoty vzorkd Nthl WT a jejich mutantnich forem byla do purifikaéniho
procesu zavedena kationtové vymeénna chromatografie. Pfi této metodé bylo vyuzivano toho, ze
izoelektricky bod bilkoviny (pI) Nthl WT ma hodnotu 6,8 a po piipadném odstépeni
N-terminalniho konce obsahujiciho histidinovou kotvu hodnotu pI = 7,69. Nth1 piedialyzovana
do pufru E s pH = 6 (viz tabulka 5.22, str. 56) nesla celkovy kladny naboj, protoze jeji pl bylo
vétsi nez pH pufru. Diky tomu byla Nthl zachycena v kolon¢ o objemu 1 ml naplnéné
Sepharosou MonoS (Amersham, Bioscience, Svédsko). Metoda kationtové vyménné
chromatografie byla provadéna na pfistroji FPLC-AKTA (Amersham Biosciences, Svédsko).
Vystupni data byla zaznamenavana pomoci programu Unicorn 5.01. Po celou dobu metody byl
pritok mobilni faze (pufr E) udrzovan na1lml min™. Maximalni moZny objem davkovaci
smycky byly 2 ml, proto bylo nutné udélat n¢kolik nastrikdi, nez se vSechen protein dostal
na kolonu. Eluce piecisténé Nthl byla provadéna gradientem od 0 M do 1 M NaCl (0 — 100 %),
pomoci pufru F pro kationtovou vyménu. Tento pufr mél stejné sloZeni jako pufr E, ale lisil se
ptitomnosti 1 M NaCl. 15 pul vzorky odebrané z jednotlivych 1,5ml frakci eluovanych
pfi kationtové vyménné chromatografii byly nésledné analyzovany pomoci 10% nebo 12%
SDS-PAGE (viz kapitola 5.2.7, str. 53).

Analogicky proces separace proteini Bmhl WT a AC M237Stop od piimesi dalSich
bilkovin byl provadén pomoci aniontové vyménné chromatografie. Pii této metod€ se pouziva
1 ml kolona naplnéna Sepharosou MonoQ (Amersham, Bioscience Svédsko). Izoelektricky bod
proteini Bmhl WT ma hodnotu 5,25 a Bmhl AC M237Stop po odstépeni N-konce
s histidinovou kotvou ma pl = 4,98. Diky tomu proteiny Bmh1 ziskaly celkovy zaporny naboj
po dialyze v pufru E pro aniontové vyménnou chromatografii o pH = 8 (slozeni viz tabulka
5.22, str. 56). Po nadavkovani na kolonu byly proteiny Bmh1 zachyceny na Sepharose MonoQ
a nasledné eluovany gradientem od 0 M do 1M NaCl (0 — 100 %) pomoci pufru F pro
aniontov€ vyménnou chromatografii. Pufr F mél stejné slozeni jako pufr E, ale obsahoval navic
1M NaCl. 10 ul vzorky odebrané z jednotlivych 1,5ml frakci eluovanych pii kationtové
vyménné chromatografii byly nasledné analyzovany pomoci 15% SDS-PAGE (viz kapitola
5.2.7, str. 53).

5.2.12 Koncentrovani a filtrovani proteint

Pied gelovou permeacni chromatografii a Casto i po ni bylo nutné roztok ptislusného
proteinu zakoncentrovat z davodu zmenSeni objemu nebo zvySeni proteinové koncentrace.

Koncentrovani vzorki bylo provadéno v plastovych koncentratorech sriznymi objemy a
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propustnosti. Pro proteiny Nthl byly pouzivany koncentratory Amicon® Ultra, 30 kDa
(Millipore, USA) s propustnosti ¢astic s hmotnosti do 30 kDa. Pro proteiny Bmhl a komplex
pNth1:Bmhl byly pouzity koncentratory Amicon® Ultra, 10 kDa (Millipore, USA), jejichz
pory propousti molekuly srelativni molekulovou hmotnosti mensi nez 10 kDa.
Zakoncentrovani roztoku proteind probihalo pii 3 000 ot./min a teploté 4 °C. V piipadé
proteinu Nthl 153—751 byly ota¢ky snizeny na 2 500 ot./min. Pti skladovani byly
koncentratory naplnény 0,05% (w/v) azidem sodnym.

Pred iontové vyménnou a gelovou permeacéni chromatografii bylo nutné vzorky prefiltrovat

pes filtr SPARTAN 13/0,45 RC (Whatman™, GE Healthcare, Némecko).

5.2.13 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla poslednim stupném celého purifika¢niho procesu
vSech zkoumanych proteind. Princip této metody spoc¢iva rozdélovani proteint v ndplni kolony
na zakladé velikosti jejich molekul. Nejméné zpozdované byly molekuly nejvétsich proteint,
které se nevesly do porti naplné kolony. Naproti tomu mensi molekuly mohly do téchto pora
pronikat a byly timto procesem zpozd’'ovany a déleny od vétsich molekul.

Pii gelové permeacni chromatografii byl za pomoci piistroje FPLC-AKTA (Amersham
Biosciences, Svédsko) nadavkovan ¢&istény proteinovy vzorek na kolonu Superdex™ 200
10/300 GL (proteiny Nthl; GE Healthcare, Svédsko) nebo na kolonu Superdex™ 75 10/300
GL (proteiny Bmh1; GE Healthcare, Svédsko). V ptipadé finalni purifikace vétsich mnoZstvi
proteind uréenych pro krystalografii byla pouzita kolona Hiload 26/60 Superdex™ 200 pg (GE
Healthcare, Svédsko) pro proteiny Nth1 nebo Hiload 26/60 Superdex™ 75 pg (GE Healthcare,
Svédsko) pro proteiny Bmhl. Vystupni data byla zaznamenavana pomoci programu Unicorn
5.01. Jako mobilni faze byly pouzity piefiltrované pufry uvedené v tabulce 5.23 (viz str. 61).

Pred spusténim metody byl cely FPLC pfistroj odvzdusnén a promyt prefiltrovanou
destilovanou vodou. Nésledn& byla piipojena kolona a pii pritoku 0,5 ml min™ promyta
purifika¢nim pufrem. Prefiltrovany vzorek s maximalnim objemem 2 ml byl pomoci injekéni
stiikacky s jehlou naddvkovan do davkovaci smycky FPLC. Poté byl spustén piislusny
program, ktery zarucil nastfik vzorku do systému a automatické sbirani jednotlivych frakci
0 objemu 0,5 ml. Separace jednotlivych proteinii probihala za pritoku 0,5 ml min*. Priitok
mobilni faze v piipadé kolony Hiload 26/60 Superdex™ 200 byl 2 ml min™ a byly sbirany
frakce o objemu 1,5 ml.

Cistota a velikost proteinti obsazenych v jednotlivych frakcich ziskanych gelovou

permeacni chromatografii byla ovétena pomoci SDS-PAGE (viz kapitola 5.2.7, str. 53).
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Tabulka 5.23: Slozeni pufrii pro gelovou permeacni chromatografii.

Nézvy faznich proteinti Slozeni pufrt pro gelovou permeacni chromatografii

20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NacCl,

Nthl WT a mutantni formy 2 mM DTT, 10% (wiv) glycerol

1 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT,

Nthl 100-751 10% (w/v) glycerol

1 mM octan amonny (pH = 7,3), 150 mM NacCl,

Nthl 153-751 5 mM DTT, 10% (w/v) glycerol

20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 1 mM EDTA,

Bmhl WT a AC M237Stop 5mM DTT, 10% (w/v) glycerol

5.2.14 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace jednotlivych proteind byla stanovovana pomoci métfeni absorbance (A) téchto
vzorkd pii vinové délce 280 nm. Byly pouzivany kiemenné kyvety s optickou drahou dlouhou
() 1cm a UV-Vis absorpéni spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA).
Ke kalibraci pfistroje byl pouzivan vzdy pufr stejného sloZeni, jaké obsahovaly vzorky
méfenych proteint. Molarni extinkéni koeficient (&) pro jednotlivé proteiny byl vypoéten
na zaklad¢ = obsahu  aromatickych  aminokyselin ~ pomoci  nastroje = ProtParam
(http://www.expasy.org.). Seznam molarnich extink¢nich koeficientl pro jednotlivé proteiny a
proteinové komplexy je uveden v tabulce 5.24 (viz str. 62). Vyslednd molarni koncentrace (c)

byla vypoctena podle rovnice (1).
A= ¢glc (8]

5.2.15 Fosforylace proteinu Nth1l

Proteiny Nthl, které byly purifikovany pro tvorbu komplext s proteiny Bmhl, bylo nutné
fosforylovat pomoci cAMP-dependentni proteinkinasy (PKA, Promega, USA). Fosforylace
probihala v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM DTT a 10%
(w/v) glycerol bud’ po kationtové vyménné chromatografii, nebo po kone¢né gelové permeacni
chromatografii.

Pfed samotnou fosforylaci byla nejdiive uréena koncentrace fosforylovaného proteinu (viz
predchozi kapitola 5.2.14) a poté vypocitana jeho hmotnost. Pro fosforylaci byl pouzit 50 mM
zasobni roztok ATP, pficemz vysledna koncentrace ATP v roztoku proteinu byla 0,75 mM.
Déale byl kuréenému objemu roztoku proteinu pfidan 1 M MgCl, tak, Ze jeho vysledna

koncentrace byla 20 mM. Jako posledni byla k proteinu ptidana komeréné vyrabéna PKA
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v poméru 80 U na 1 mg fosforylovaného proteinu (vyrobce uvadi aktivitu PKA v jednotkach
U ul™). Fosforylace probihala po dobu 2 h pti 30 °C a nasledné pies noc pii teploté 4 °C.

Tabulka 5.24: Seznam molarnich extinkcnich koeficientit, relativnich molekulovych hmotnosti a

poctii aminokyselinovych zbytkii vSech pouZitych proteinit Bmhl, Nthl a jejich komplexii.

Molarni extinkéni Relativni M
.. , Pocet
. . koeficient molekulova . . .
Néazev proteinu oy aminokyselinovych
pii 280 nm hmotnost byikil
(dm®mol™* cm™) (Da) 2y
Nthl WT a mutantni formy
s histidinovou a thioredoxinovou 1,422 100 219 885
kotvou
Nthl WT bez histidinové a
thiredoxinové kotvy 1,490 86 296 756
Nthl_WT s histidinovou kotvou a 1,483 94 438 807
proteinem GB_1
Nthl_WT bez histidinové kotvy a 1,492 86 196 755
proteinu GB_1
Nthl 153—751 bez histidinové
kotvy a proteinu GB_1 1,711 69 034 603
Nthl 100751 bez histidinové
kotvy a proteinu GB_1 1,655 74976 656
Bmh1 WT s histidinovou kotvou 0,892 32 386 288
Bmh1 WT bez histidinové kotvy 0,944 30589 271
Bmhl AC M237Stop 0,995 29 014 257
s histidinovou kotvou
Bmhl AC M237Stop 1,064 27131 240

bez histidinové kotvy

komplex pNth1:Bmhl WT

s thioredoxinovou a 1,214 164 991 1461
s histidinovymi kotvami

komplex pNth1:Bmhl AC

M237Stop bez proteinu GB_1 a 1,327 140 458 1235
bez histidinovych kotev
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5.3 Molekularni modelovani

Trojrozmérny model katalytické domény Nthl (sekvence 295-721) byl vytvoien pomoci
programu DeepView v4.0.4, na severu SWISS-MODEL (Schwede et al. 2003; Arnold et al.
2006). Jako piedloha pro tento model byla pouzita krystalova struktura katalytické domény
neutralni trehalasy Tre37A z E. coli (PDB kdd 2JF4, sekvence 145-533) (Gibson et al. 2007).
Sekvencni identita katalytické domény Nthl s trehalasou Tre37A je 27 % a sekvencni
podobnost 42 %. Kone¢ny model byl ovéfen pomoci programu PROCHECK a nezadouci
kontakty byly opraveny manualné pomoci programu Coot (Emsley et al. 2010).

Trojrozmérny model proteinu Bmhl (sekvence 4—236) byl vytvofen stejnym postupem
jako model katalytické domény Nthl. Jako piedlohy byly pouzity znamé krystalové struktury
riznych isoforem proteini 14-3-3. PDB kody téchto struktur jsou: 1A40 (Liu et al. 1995),
1YZ5 (Benzinger et al. 2005), 2B05, 2BTP, 2C63 a 2BR9 (Yang et al. 2006).

Spravnost obou modell byla nasledné ovéfena pomoci vzdalenosti ziskanych z chemického

zesiténi vyuZzivajicim homobifunkéni sitovaci ¢inidla DSS a DSG (viz kapitola 6.2.10 str. 111).

5.4 Biofyzikalni charakterizace

Pro objasnéni molekularniho mechanismu a strukturni podstaty regulace aktivity Nthl
prostiednictvim vazby kationtd Ca®* a/nebo proteinu Bmhl bylo vyuZito §iroké spektrum

biofyzikalnich metod.

54.1 Stanoveni enzymové aktivity proteint Nth1

Pro stanoveni enzymové aktivity Nth1l a jejich mutantnich forem byla pouzita komeréné
vyribéna sada Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit (Invitrogen™, Life
Technologies, USA). Princip metody spociva v urovani koncentrace glukosy produkované
hydrolyzou trehalosy katalyzované enzymem Nthl. Vznikld D-glukosa je pomoci
glukosaoxidasy preménéna na D-glukonolakton za vzniku peroxidu vodiku, ktery je nasledné
vyuzit kienovou peroxidasou pro reakci s ¢inidlem Amplex® Red. Vysledkem téchto
sprazenych enzymovych reakci je Gervené zbarveny resorufin, ktery je detekovan pii vinové
délce 571 nm.

Pred samotnym méfenim byly vSechny testované proteiny zbaveny redukénich ¢inidel
(DTT nebo B-merkaptoethanol) pomoci dialyzy proti pufru, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI
(pH = 7,5), 150 mM NaCl a 10% (w/v) glycerol. Objem dialyzaéniho pufru byl dva litry a
dialyza vzdy probihala ptes noc pii teploté¢ 4 °C. Po dialyze byla stanovena pfesna proteinova

koncentrace (postup viz kapitola 5.2.14, str. 61).
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Zasobni roztok ¢inidla Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase byl piipraven dle navodu
vyrobce. Pro méfeni byla pouzita ¢asové omezena hydrolyza trehalosy pomoci Nthl, pfi které
vzdy stejné mnozstvi enzymu katalyzovalo $tépeni stejného mnozstvi trehalosy. Nejdiive byly
do plastovych mikrozkumavek ptipraveny vzorky proteini o objemu 40 pl. Kazdy takovyto
vzorek obsahoval pNTh1l WT nebo jeji mutantni formu o vysledné koncentraci 100 nM. Déle
vzorky obsahovaly kationty Ca®* nebo kationty Mg®* (vysledné koncentrace 10 mM) a/nebo
15 uM protein Bmh1. Pro snizeni mozného vlivu kontaminace kationty Ca** byla ke vzorkiim
pfidavana EDTA nebo EGTA o vysledné koncentraci 1 mM. Pfed reakci byly vzorky
inkubovany pét minut ve vodni lazni predehiaté na 30 °C. Enzymova reakce byla zahajena
ptidanim 10 pl 150 mM trehalosy a probihala po dobu 30 s pti 30 °C (inkubace ve vodni lazni
za stalého michani). Po uplynuti reakéniho Casu byla hydrolyza trehalosy zastavena povafenim
vzorku po dobu minimalné tfi minut (zastaveni reakce denaturaci enzymu). Stejny postup se
opakoval s kontrolnim vzorkem, ktery neobsahoval trehalosu i s dal§imi vzorky. Po povaifeni
byly vSechny vzorky umistény do nadoby s ledem.

Pro stanoveni glukosy bylo ke kazdému vzorku (i k vzorktim kontrolnim a kalibra¢nim viz
nasledujici odstavec) pifidano 50 pl &inidla Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase a vzorky
byly nasledné 40 min inkubovany v termobloku pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkubaéni doby
byly vzorky pfendany na led a byla zméfena jejich absorbance pii 571 nm proti vzorkim
obsahujicim nulovou koncentraci trehalosy.

Pii kazdém méfeni sroztokem ¢inidla Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase byla
naméfena nova kalibracni kiivka pro stanoveni vzniklé glukosy. Kazda takovato kiivka
obsahovala Sest bodl s postupné se zvySujici koncentraci glukosy (0 puM, 24 puM, 56 uM,
80 uM, 120 uM a 160 uM). Absorbance byla méfena pii 571 nm proti vzorku s nulovou
koncentraci glukosy. Specifickd aktivita enzymu pNthl byla stanovena a vyjadiena jako
latkové mnozstvi glukosy vyprodukované za 1 min jednim miligramem proteinu (umol Glc

min ' mg™).

5.4.2 Analyza proteinti pNth1 D114L a D125L pomoci MS

Pro ovéfeni pfitomnosti jednobodovych mutaci D114L a DI25L v aminokyselinové
sekvenci Nthl a uspésnosti fosforylace téchto dvou mutantnich proteinii byla provedena
analyza pomoci LCMS/MS systému, stejného jaky byl pouzit pro méfeni H/D vymény spojené
s MS (viz kapitola 5.4.7, str. 70). Pro experimenty byly pouzity proteiny o vysledném latkovém
mnozstvi 300 pmol. Méfeni a vyhodnoceni vysledkti bylo provedeno RNDr. Petrem Manem,

PhD. v laboratofi Strukturni biologie a bunétné signalizace na Mikrobiologickém Ustavu
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AV CR, v.v.i. Bylo prokazano, Ze ob& mutantni formy Nth1 obsahuji ptislusné mutace (D114L

nebo D125L) a Ze pfitomnost mutaci nebrani fosforylaci ani nesnizuje jeji urovei.

5.4.3 Nativni TBE elektroforéza

Schopnost fosforylovanych proteinii pNthl a jejich mutantnich forem vazat se na proteiny
Bmhl byla ovéfovana pomoci nativni TBE elektroforézy.

Pro tuto metodu byl nejdiive vyroben 12% (v/v) polyakrylamidovy gel (viz tabulka 5.25).
Slozeni 10x koncentrovaného TBE pufru a sloZeni vzorkovaciho pufru je uvedeno v tabulce
5.26. Nezpolymerovany gel byl nalit mezi dvé skla umisténa a utésnéna pomoci svorek
ve specialnim stojanku. Do vrchni ¢asti gelu byl umistén plastovy hiebinek, ktery v gelu

po vyjmuti vytvofil deset jamek.

Tabulka 5.25: Slozeni 12% (vIv) polyakrylamidového gelu.

Chemikalie Mnozstvi
akrylamid/bisakrylamid 4 ml
10x TBE pufr 1ml
10% (w/v) persulfat amonny 75 ul
TEMED 8 ul
destilovana voda 4,95 ml

Tabulka 5.26: Slozeni 10 koncentrovaného TBE pufru a slozeni vzorkovaciho pufru.

10x koncentrovany TBE pufr Vzorkovaci pufr
Chemikalie Mnozstvi Chemikalie Mnozstvi
Tris 54 ¢ 10x TBE pufr 1ml
kyselina borita 2754 1% bromfenolova modft 1ml
0,5 M EDTA (pH = 8,0) 20 ml glycerol 3mil
destilovana voda doplnéni do 500 ml destilovana voda 5ml

Vzorky pro nativni elektroforézu byly pfipravovany o objemu 30 pl. K témto vzorkim bylo
po piiblizné dvacetiminutové inkubaci ptidano 5 pl vzorkovaciho pufru (slozeni viz tabulka
5.26). Pii ovéfovani vazby proteini Bmh1 na proteiny Nth1 byl do prvni jamky umistén vzorek
proteinu Bmh1, do druhé nefosforylovany vzorek Nthl, do tfeti smés proteini Bmhl a Nthl,
do ctvrté vzorek fosforylované pNthl a do posledni jamky byl umistén proteinovy komplex
pNth1:Bmhl. V piipadé ovétovani schopnosti fosforylovanych mutantnich forem pNthl vézat
proteiny Bmh1 bylo pofadi vzorkt nasledujici: prvni vzorek vzdy obsahoval samotny protein

Bmh1, druhy vzorek samotnou pNthl WT a do nasledujicich jamek byly umistény komplexy
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protein Bmh1l s pNthl WT nebo jejimi mutantnimi formami. Jednotlivé komplexy byly
pfipravovany tak, aby vysledny molarni pomér byl vzdy 1:2 (pNthl:Bmhl). Vzorky
obsahovaly pfiblizné 30 pmol pNth1 a 60 pmol Bmhl.

Elektroforéza vzorku probihala po 3,5 h pii napéti 150 V, bud’ pii teploté 4 °C, nebo byla
elektroforetickd nadoba umisténa v nadobé s ledem. Po skonéeni metody byl gel obarven a

odbarven stejné jako bylo popsano v kapitole 5.2.7 (viz str. 53).

544 Analyticka ultracentrifugace

Analyticka ultracentrifugace (AUC) je univerzalnim nastrojem pro studium proteini a
proteinovych komplexl. Sledovani sedimentace proteinovych makromolekul v centrifugacnim
poli umoziuje jejich hydrodynamickou a termodynamickou charakterizaci v ptislusném
roztoku. Sedimentacni analyza a stanoveni sedimentacnich koeficienti slouzi k urceni
hydrodynamického tvaru proteini a proteinovych komplexti, identifikaci ptipadnych
oligomernich stavl a stanoveni stechiometrie heterogennich interakci (Lebowitz et al. 2002).

Metody AUC byly vyuzity k ovéfeni schopnosti pNthl WT a jejich mutantnich forem vazat
proteiny Bmhl. Stejnou technikou byl stanoven také asociacni vazebny pomér pNth1l:Bmhl
vV pritomnosti kationtd Ca”". Mgfeni byla provedena RNDr. Lenkou ReZibkovou, PhD. a
Mgr. Daliborem Koskem z tymu prof. RNDr. Tomase Obsila, Ph.D. na Ptirodovédecké Fakulte
Univerzity Karlovy v Praze.

Pro sedimentadni analyzu byla pouZita analytickd ultracentrifuga ProteomLab™ XL-I
(Beckman Coulter, USA). Mé&feni bylo provadéno pii 42 000 nebo 48 000 ot./min (An-50 Ti
rotor, Beckman Coulter, USA). Proteiny byly pfed méfenim predialyzovany do pufru
obsahujiciho: 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 200 mM NaCl a 2 mM B-merkaptoethanol.
Sedimenta¢ni analyza proteinti pNthl WT a mutantnich forem v pfitomnosti proteinit Bmhl
byla provadéna v molarnim poméru pNth1 : Bmhl byl vzdy 1:2.

Pro studium vlivu kationt Ca** na vazbu proteinu Bmh1 na fosforylovanou formu enzymu
pNthl byla pfipravena sada vzorku s riznym molarnim pomérem proteinu Bmhl a pNthl (viz
tabulka 5.28, str. 67). Koncentrace proteinu Bmhl byly v rozmezi 0,2 az 20 uM. Koncentrace
proteinu pNth1 byla udrZzovana na konstantni drovni (1 uM). Mé&feni probihalo dvakrat, jednou
V piitomnosti kationti Ca®* o vysledné koncentraci 10 mM a jednou bez piitomnosti téchto
kationtti.

Kontinualni distribuce sedimenta¢nich koeficientt (c(S)) jednotlivych vzorku byly
vypocteny pomoci programit SEDFIT a SEDPHAT zhodnot absorbanci naméfenych
pti 280 nm (Schuck 2000; Dam et al. 2005).
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Tabulka 5.28: Pomeéry koncentraci pNthl a Bmhl pii urcéovini vazebné konstanty komplexu

pNth1:Bmhl v pFitomnosti a nepritomnosti kationtii Ca®*.

Cislo kyvety Koncentrace Bmhl Koncentrace pNthl
(uM) (uM)
0,2
0,7
2
6
20

o o1 A N B
A A Y

545 Cirkularni dichroismus

Metody cirkularni dichroismu (CD) lze vyuZzit pro ziskani informaci o sekundarni a
terciarni struktufe zkoumanych proteinti. VSechny bilkoviny jsou opticky aktivni latky, které
staci rovinu polarizovaného svétla. Linearné polarizované svétlo se sklada ze dvou slozek —
Z levotoCivé a pravotoCivé slozky kruhové polarizovaného svétla. Pii CD je méfen rozdil
v absorpci pravé téchto dvou slozek. Pfi prichodu linearné polarizovaného svétla vzorkem
dochazi k jeho zméné na svétlo elipticky polarizované. CD vyuziva zejména skute¢nosti, ze
proteiny obsahuji peptidové vazby absorbujici svétlo v oblasti od 180 do 240 nm (CD
spektroskopie ve vzdalené UV oblasti) a ze postranni fetézce aromatickych aminokyselin
absorbuji v oblasti od 260 do 320 nm (CD spektroskopie v blizké UV oblasti). Métenim CD
ve vzdalené UV oblasti je mozné stanovit pomérné zastoupeni o-helixt, B-skladanych listd a
ohybt v sekundarni struktuie zkoumaného proteinu. Informace o terciarni struktuie métenych
proteini (tzv. fingerprint) lze ziskat pfi méfeni CD spekter v blizké UV oblasti. Piky
pochéazejici od Trp se nachézeji v oblasti mezi 290 a 305 nm, v piipadé Tyr v oblasti mezi 275
a 282 nm a u Phe v oblasti mezi 255 a 270 nm (Kelly et al. 2005).

Vliv vazby kationtd Ca®* a vazby proteind Bmhl na sekundarni strukturu Nthl byl
zkouman pomoci méteni CD ve vzdalené UV oblasti. Ve stejné oblasti byl také oveéfovan vliv
jednobodovych mutaci na sekundarni strukturu proteinu Nth1. Mé&feni v blizké UV oblasti bylo
naopak pouzito pro uréeni zmén terciarni struktury mutantnich forem pNthl D114L a D125L
v komplexu s proteiny Bmhl. VSechna méfeni byla provadéna Ing. Pavlinou Ullrichovou
v laboratofi prof. RNDr. Marie Urbanové, CSc. na Ustavu analytické chemie VSCHT v Praze.

CD spektra métend ve vzdalené UV oblasti byla méfena v kiemenné kyveté, jejiz opticka
drdha byla 1 mm (Starna, USA), pomoci spektropolarimetru J-810 (Jasco, Japonsko).
Podminky méfeni byly nasledujici: oblast méfeni spekter byla od 200 do 270 nm, rychlost

skenovani byla 10 nm min ™, ¢as odezvy byl 8 s, rozlifeni 1 nm, §itka pisma 1 nm a citlivost
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100 mdeg (milidegree). Vysledné spektrum bylo vytvofeno z praméru péti méfeni. Jednotliva
spektra byla korigovana odectenim spekter samotného pufru. Méfeni probihala pfi teploté
V mistnosti (23 °C). Pro vSechna méfeni byl pouzit pufr obsahujici 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5),
150 mM NaCl, 2 mM B-merkaptoethanol a 10% (w/v) glycerol. Pro ovéfovani vlivu kationti
Ca®* na sekundérni strukturu Nth1 WT byl pouzit roztok CaCl, 0 vysledné koncentraci 10 mM
a Nth1 WT o koncentraci 0,08 mg ml™'. Koncentrace proteinu Bmh1 byla 0,089 mg ml™" a
koncentrace fosforylovné pNthl a nefosforylované Nthl byla 0,15 mg ml™'. Koncentrace
mutantnich forem Nthl se pohybovaly vrozmezi od0,04mgml™" do 0,13 mgml™.
Po upraveni zakladni kiivky byla vysledna spektra vyjadfena jako primérna rezidualni
elipticita (stupefi odchylky elipsy od kruhu, Qurw) V jednotkach deg cm? dmol™. K tomuto

vypoctu byla pouzita rovnice (2),

0, M
[Qlyew = _—obs "W

2
cIN;10 @

kde (Oups) znadi pozorovanou elipticitu v mdeg, (c) je koncentrace proteinu v . mg ml™, (1) je
délka optické drahy vcm, (My) je relativni molekulova hmotnost proteinu a (Ng) je pocet
aminokyselinovych zbytkid v proteinu. Obsah jednotlivych sekundarnich struktur byl stanoven
pomoci internetového programu dostupného z Dichroweb website (Whitmore a Wallace 2004).

CD spektra v blizké UV oblasti byla méfena v rozsahu vinovych délek 250 az 320 nm
v kiemenné kyveté s délkou optické drahy 1 cm (Starna, USA). Ostatni podminky byly stejné
jako pfi méfeni CD spekter ve vzdalené UV oblasti (viz pfedchozi odstavec). Koncentrace
proteinu Bmhl byla 0,45mgml™ a koncentrace pNth1 WT a mutantnich forem byla
0,69 mg ml™.

5.4.6 Diferenéni skenovaci fluorimetrie

Diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF, thermofluor) je rychlou a soucasné pomérné
jednoduchou metodou napt. pro nalezeni stabilizujiciho purifikaéniho pufru, vyzkum vlivu
ligandd na stabilitu proteinti nebo pro porovnani vlivu mutaci na teplotni stabilitu mutantnich
forem uréitého proteinu (Pantoliano et al. 2001; Ericsson et al. 2006; Niesen et al. 2007).

DSF vyuzivé skute¢nosti, e fluorescence barviva SYPRO® Orange se zvysuje s postupnou
teplotni denaturaci proteinu. Pti tomto procesu dochazi k rozbalovani a odkryvani hydrofobnich
Casti proteinu a navazovani fluorescenéni barvy pravé na tyto hydrofobni oblasti (viz obrazek
zhagenim fluorescence SYPRA® Orange vodnym prostiedim. Teplota tani (T,) vyjadfuje

stabilitu zkoumaného proteinu v daném prostiedi.
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Obrézek 5.4: Princip DSF spociva ve schopnosti hydrofobniho fluorescencniho barviva
SYPRO® Orange interagovat s odhalujicimi se hydrofobnimi cdstmi teplotné denaturovaného
proteinu. Tento proces vede K postupnému ndriistu intenzity fluorescence barviva SYPRO®
Orange. Stabilita testovaného proteinu v daném prostiedi se vyjadiuje pomoci teploty tani (Ty).

Schéma bylo prevzato a upraveno podle (http:/iwww.bio.anl.gov/molecular_and_systems_biology).

Metoda DSF byla nejdfive zavedena pro zjisténi stabilizacnich vlivii rGznych pufri
na nativni strukturu Nthl 153—751 a 100-751 za ucéelem vylepSeni kvality vzorkt Nthl
urCenych pro krystalizaéni experimenty. DSF byla méfena pomoci pfistroje real-time PCR
LightCycler 480 II (Roche, Svycarsko). Vzorky byly michany a méfeny v bilych plastovych
desti¢kach obsahujicich 96 jamek (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Roche, Svycarsko),
které byly pielepeny teplotné odolnou folii (LightCycler 480 Sealing Foil, Roche, Svycarsko).
Diky tomuto vybaveni bylo mozné najednou ur€it teplotni stabilitu proteinu napf. ve 21
riznych 100 mM pufrech (rozsah hodnot pH od 4,5 do 9,0) a to souCasn¢ v pfitomnosti i
nepiitomnosti 200 mM NaCl (viz tabulka 5.27, str. 70). M¢feni probihala v pfitomnosti
8x koncentrovaného fluorescenéniho barviva SYPRO® Orange (5000x koncentrovany zésobni
roztok; Sigma-Aldrich, USA).

Vysledny reakéni objem v kazdé jamce byl 25 ul. Teplotni gradient programu Roche
LightCycler 480 SW 1.5 software (Roche, Svycarsko) byl nastaven od 20 °C do 95 °C s
rychlosti zvySovani teploty 0,01 °C s . Intenzita fluorescence byla zaznamenavéana pii vinové
délce 580 nm, excita¢ni vinova délka byla 465 nm. Teploty tani Nth1 (T,) odpovidaji inflexnim
bodim kiivek tani a byly urceny jako minima prvni zaporné derivace téchto kiivek manualné

s pomoci Roche LightCycler 480 SW 1.5 software (Niesen et al. 2007).
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Pred samotnym méfenim bylo nutné zjistit vhodnou vyslednou koncentraci proteinu.
Protento ugel byly méfeny vzorky Nthl 100751 o vysledné koncentraci 1 mgml™,
0,5mgml, 0,25 mgml™, 0,3 mgml™ a 0,06 mgml™ v ptitomnosti pufru, ktery obsahoval
20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Nejlepsi kiivky
poskytly vzorky obsahujici 0,25 mg ml™ a 0,13 mg mI™* Nth1 100-751. Na zakladé tohoto
vysledku byla pro viechna dal$i méfeni pouzivana Nth1 o vysledné koncentraci 0,2 mg ml™.

Metoda DSF byla také vyuzita k ovéfeni vlivu jednobodovych mutaci na teplotni stabilitu
Nth1. Méfeni probihala stejnym zptisobem, jako bylo popsano v predeslych odstavcich. Vzorky
byly méfeny v pufru, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM DTT
a 10% (w/v) glycerol. Vysledné koncentrace Nthl WT a jejich mutantnich forem byly
0,2mg ml™.

Tabulka 5.27: Seznam testovanych 100 mM pufrit a hodnot jejich pH.

Pufr pH

octan sodny 4,5 5,0

citronan sodny 4,7
dihydrogenfosfore¢nan draselny 50 6,0 7,0
dihydrogenfosfore¢nan sodny 55 6,5 7,5
MES 58 6,2 6,5
HEPES 7,0 8,0

octan amonny 7,3

Tris 7,5 8,0 8,5
imidazol 8,0

Bicin 8,0 9,0

puvodni pufr 7,5

5.4.7 H/D vyména spojena s hmotnostni spektrometrii

K objasnéni strukturni podstaty regulace aktivity Nth1 pomoci Bmhl a/nebo kationtti Ca**
bylo pouzito méfeni vodik/deuteriové (H/D) vymény spojené s hmotnostni spektrometrii (MS).
Meéfteni byla realizovana ve spolupraci s laboratoii Charakterizace molekularni struktury
z Mikrobiologického tstavu AV CR, v.vi., vedené RNDr. Petrem Novakem, Ph.D.
Experimenty byly provedeny RNDr. Petrem Manem, Ph.D.

Detekovani H/D vymény pomoci MS slouzi k charakterizaci proteinové dynamiky a zmén
proteinové konformace (Smith et al. 1997; Wales a Engen 2006). Rychlost vymény deuteria

za vodik je v proteinu ovlivnéna jeho konforma¢nim stavem. Méfeni deuterace proteinu v ¢ase
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mize tedy odhalit piivodni konformaéni stavy stejné jako zmény zplisobené vlivem vnéjSich
faktorti, jako jsou napft. vliv chemickych latek, proteinové interakce, denaturace nebo vliv pH
(Engen 2009).

H/D vymeéna spojena s MS se pouziva ke sledovani spontdnni vymény amidickych vodikt
proteinové patefe za atomy deuteria pochazejici z roztoku (viz obrazek 5.5). Ostatni vodiky
proteinové patefe, které jsou vazané na uhlik, se vétSinou nikdy nevyménuji za deuterium.
Naproti tomu vodiky z konct postrannich fetézct se méni moc rychle a méfeni pomoci LC/MS
je velice obtizné. Moznost métit vymeénu amidickych vodikli peptidové vazby ma své vyhody
vtom, ze tyto vodiky pomahaji stabilizovat sekundarni strukturu proteinu (a-helixy a
B-struktury) a také, ze kazda aminokyselina s vyjimkou prolinu nese tento amidicky vodik.
Spravng sbalené proteiny maji H/D vyménu amidickych vodik pomalej$i nez jejich nesbalené
formy. Pomald zména tedy souvisi se Spatnou dostupnosti vnitfni struktury proteinu

pro rozpoustédlo a/nebo s vodikovymi vazbami (Engen 2009).
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Obrazek 5.5: Princip H/D vymény. Labilni amidické vodiky (modré tecky) mohou byt pri styku
S deuterovanym rozpoustédlem vyménény za deuterium. Ostatni vodiky, které se méni
za deuterium prilis rychle nebo prilis pomalu, nejsou na tomto obrazku vyznaceny. Rychlost
H/D vymeény je zavisld na pristupnosti pro rozpoustédlo, vodikovych vazbach, pH a teploté.
Na tomto obrazku jsou rychle deuterovany amidické vodiky, které nejsou vazany vodikovou
vazbou a jsou v blizkosti povrchu dokonale shaleného proteinu. Naproti tomu amidické vodiky
vystavené vlivu rozpoustédla, ale zabudované do pravidelnych tvaru sekundarni struktury
(nekolik a-helixit), jsou chranéné proti vymeéné vodikovymi vazbami. Obrazek byl prevzat

z (Engen 2009), kde byla pro jeho tvorbu vyuzita struktura PDB 1tsr (Cho et al. 1994).

H/D vyména byla méfena na vzorcich samotného proteinu Bmhl, fosforylované Nthl
(pNthl) a pNthl v pfitomnosti proteinu Bmhl (v poméru 1:2). VSechna meéfeni byla
zopakovéna také v piitomnosti 10 mM Ca®*. Experiment byl zahajen desetinisobnym zfedénim
vzorktl v deuterovaném pufru obsahujicim 20 mM Tris—HCI (pH/pD = 7,5), 1 mM EDTA,
3mM DTT, 200 mM NaCl a 10% (w/v) glycerol. Vysledna koncentrace proteinu byla 3,16 uM
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a pNthl 1,6 uM. V pribéhu byly odebirany 80 ul vzorky po pevné danych Casech probihajici
H/D vymény: 30 s, 1 min, 3 min, 10 min, 30 min, 1 h, 3 h a 5h. H/D vyména byla zhasena
pomoci piidavku 20 pl 0,1 M HCI a jednotlivé vzorky rychle zmrazeny v kapalném dusiku.

Analyza jednotlivych deuterovanych vzorki (HPLC-MS) byla provadéna na pfistroji
pro vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC, 1200 Agilent Technologies, Némecko),
ktery byl spojen s ESI-FT-ICR hmotnostnim spektrometrem (9.4 T APEX-Ultra, Bruker
Daltonics, USA). Samotné analyze predchazelo rychlé roztati vzorkti nasledované jejich
roz§tépenim pomoci pepsinu na specialni koloné (objem 66 pl, prutokova rychlost
100 ul min™"). Vzniklé kratké peptidy byly odsoleny na koloné Peptide MicroTrap (Michrom
Bioresources, USA) a rozdéleny pomoci kolony C18 s reverzni fazi (0.5 x 50 mm, Jupiter,
Phenomenex, USA). Pro rozdéleni byl pouzit linearni gradient 10 — 45% rozpoustédla B trvajici
20 min. Rozpoustédlo A obsahovalo 2% acetonitril/0,4% kyselina mravenci ve vodé a
rozpoustédlo B obsahovalo 95% acetonitril/5% voda/0,4% kyselina mravenéi. Pro minimalizaci
moznosti zpétné H/D vymény byly nastfikovy a ptepinaci ventil, pepsinova kolona, peptidova
past a analyticka kolona umistény v ledu.

Identifikace jednotlivych peptidi a jejich mapovani pomoci HPLC-MS/MS bylo provedeno
stejnym zpusobem jako bylo uvedeno vySe. MS/MS spektra byla vloZzena do programu
MASCOT porovnana s databdzemi obsahujicimi aminokyselinové sekvence Nthl a Bmhl.
Jedinou povolenou modifikaci byla fosforylace serini z Nth1l. Spektra ¢aste¢né deuterovanych
peptidl byla exportovana jako textové soubory za pouziti programu DataAnalysis v 4.0 (Bruker
Daltonics, USA) a zpracovana pomoci programu ExPro, ktery byl napsan v programovacim
jazyce Java v laboratofi RNDr. Petra Novaka, PhD. z Mikrobiologického ustavu AV CR, v.v.i.
(Kavan a Man 2011).

5.4.8 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii umoziuje ziskani doplitkovych
informaci o prostorovém uspofadani proteinti a jejich komplext v jejich nativnim prostiedi.
Tyto informace mohou nasledné slouzit k validaci modelovych struktur nebo také pro potvrzeni
struktur ziskanych napftiklad proteinovou krystalografii. V nasem piipadé byly udaje ziskané
chemickym zesiténim vyuzity pro zpfesnéni strukturnich modeld proteini Bmh1, Nth1 a jejich
komplexu. Méfeni byla realizovana ve spolupraci s laboratoti Charakterizace molekularni
struktury z Mikrobiologického tistavu AV CR, v.v.i. vedené RNDr. Petrem Novékem, Ph.D.,
kde tyto experimenty provedl Mgr. Zden¢k Kukacka.

Proteiny Bmhl, pNthl a jejich komplex byly chemicky zesitény v pfitomnosti a

nepiitomnosti kationtd Ca?*. Byla pouzita homobifunkéni sitovaci &inidla disukcinimidyl
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suberat (DSS) a disukcinimidyl glutarat (DSG) (viz obrazek 5.6). Tato Cinidla reaguji
S primarnimi aminy, se kterymi pii pH 7 — 9 vytvafi peptidovou vazbu. DSS tvofi spojeni
lysin—lysin o vzdalenosti 24 A a DSG vazbu stejného typu, ale na vzdalenost 20 A (Young et
al. 2000).

0 0 0
0 0 0 0
N,O\ﬂ/\/\/\)ko,?\l? q\owo,p
0 0 0 0
0 DSS DSG

Obréazek 5.6: Strukturni vzorce homobifunkcnich sitovacich cinidel disukcinimidyl suberatu
(DSS) a disukcinimidyl glutaratu (DSG), ktera byla pouzita pii méreni chemického zesitéeni

spojeného s MS (https://www.lifetechnologies.com/).

Pro méfeni chemického zesiténi byl pouzit protein Bmhl o koncentraci 0,25 mgml™ a
pNth1 0,25 mg ml™". Sitovaci reakce probihaly v pufru obsahujicim 20 mM HEPES (pH = 7,5),
150 mM NaCl a 1 mM EGTA. Pii testovani vlivu kationtd Ca*" (0 vysledné koncentraci
10 mM) byly vSechny proteiny zesitény v pfitomnosti té€chto kationtli pomoci nedeuterovanych
sitovacich &nidel (DSSDO a DSGDO) a v nepfitomnosti kationtd Ca®* pomoci &tyfikrat
deuterovanych sitovacich ¢inidel (DSSD4 a DSGD4). Cerstvé pfipravené zasobni smési
sitovacich &inidel obsahovaly vzdy dané ¢inidlo o vysledné koncentraci 5 mg ml™' rozpusténé
v DMSO a byly pfidavany v patnactindsobném a tficetindsobném molarnim nadbytku vici
koncentraci samotnych proteini Bmhl a pNthl. Nebo v padesatinasobném a stonasobném
nadbytku ke komplexu pNthl:Bmhl. Reakéni smési byly vzdy inkubovany po dobu 2 h
pii laboratorni  teploté. Poté byly vzorky zesiténé v pfitomnosti kationti Ca®* a
nedeuterovanych sitovacich cinidel smichany s totoznymi vzorky, které¢ byly ale zesitény
pomoci deuterovanych sitovacich &inidel v nepfitomnosti kationti Ca*". Molarni pomér takto
smichanych vzorkd byl 1:1.

Nasledné byly zesiténé proteiny rozdéleny pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy
na NuPAGE 4 — 12% Bis-Tris gelech v prostfedi 20x koncentrovaného MES SDS pufru.
Vzorky odpovidajici svou velikosti monomernim zesiténym proteinim byly z téchto geld
vyfiznuty. K redukei cysteinti byl pouzit 100 mM TCEP pisobici po dobu 5 min za teploty
90 °C. Volné cysteiny byly alkylovany v ptitomnosti 50 mM jodacetamidu po dobu 20 min
pfi laboratorni teploté ve tme.

Dale byly vzorky Stépeny trypsinem pii 37 °C pfes noc. Pomér trypsinu a St€peného
proteinu byl 1:20 (w/w). Vznikla smés peptidd byla odsolena pomoci kolony Peptide

MicroTrap (Michrom Bioresources, USA). Po odsoleni byla smés premisténa na kolonu
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s reverzni fazi MAGIC C18 (0,2 x 150 mm, Michrom Bioresources, USA) a rozd€lena pomoci
kapilarni HPLC (Agilent Technologies, USA) za prittokové rychlosti 4 pl min~" a nésledujicim
prubéhu gradientt: po dobu 1 min 1-10% B, 19 min 10-45% B, 5 min 45-95% B.
Rozpoustédlo A obsahovalo 0,2% kyselinu mravenci, 2,5% acetonitril a 2,5% isopropanol
rozpusténé ve vodé. Rozpoustédlo B se skladalo z 0,16% kyseliny mravenci rozpusténé v 90%
acetonitrilu a 5% isopropanol. Kolona byla pfipojena ptimo na Apex-ULTRA Qe FT-ICR
hmotnostni spektrometr (Bruker Daltonics, USA) vybaveny 9,4 T supravodivym magnetem a
vyuzivajicim elektrosprej jako iontovy zdroj. Kalibrace piistroje byla provedena externé
za vyuziti argininovych skupin a hmotnostni piesnost byla niz§i nez 2 ppm.

Sbér a zpracovani dat bylo provedeno pomoci programti ApexControl 3.0.0 a DataAnalysis
4.0 (Bruker Daltonics, USA). Jednotliva spojeni byla identifikovana za pomoci softwaru Links
(Young et al. 2000). Algoritmus tohoto softwaru byl nastaven tak, aby bral v Gvahu
karbamidomethylaci cysteini a moznost oxidace methionini. Odchylka hmotnosti byla

udrzovana pod hodnotou 2 ppm a vS§echny ptifazené fragmenty byly ovéfeny manualné.

5.4.9 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Me¢ieni malothlového rozptylu rentgenového zareni (SAXS) umoziuje studium struktury a
dynamiky biomakromolekul a odhad jejich velikosti a tvaru v roztoku. Metoda SAXS casto
slouzi k ovéfeni shody krystalovych struktur se strukturami pfislusnych proteind v roztoku,
zvlasté v ptipadé komplexti nebo proteinti s flexibilnimi oblastmi. Princip této techniky spociva
v méfeni elastického rozptylu rentgenového zafeni (~ 0,1 nm) roztokem, ktery obsahuje

nehomogenity v podobé proteinovych molekul o velikostech 1 az 100 nm (viz obrazek 5.7).
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Obréazek 5.7: Schématické zndzornéni typického experimentu vyuzivajictho malouhlovy rozptyl
zareni (leva cast obrazku). Graf vpravo obsahuje zavislost intenzity rozptylu rentgenového
zdareni (I) na rozptylovém vektoru (s). Data byla naméiena na vzorku BSA (5 mgml™)
rozpusteném v pufiru obsahujicim 50 mM HEPES o pH =7,5 (méreno na X33, DORIS,
Hamburk). Obrazek by prevzat a upraven podle (Mertens a Svergun 2010).
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Rozptyl rentgenového zareni je méfen pod velmi malym Ghlem v rozmezi 0° az 2° (nékdy
vrozmezi 0° az 15°). Méfend intenzita rozptyleného zateni (I) je sféricky zprimérovana a
fazova informace je ztracena. Méfenim SAXS lze ziskat nasledujici strukturni parametry:
molekulovou vahu, molekulovy objem, gyra¢ni polomér (R,) a distribu¢ni funkce vzdalenosti
(P(r)). ZP(r) funkce lze nasledné¢ odvodit nejdelsi vzdalenost v ramci molekuly (Dpax).
Namgéfend dvoudimensionalni data se musi radidlné integrovat pro ziskani jedno-
dimensionélnich zavislosti intenzity rozptylu (I) na thlu rozptylu (26). Rozptylovy vektor (s)
zavisi na thlu rozptylu podle rovnice (3),

_ 4 Sin0
5—471/1 (©)

kde (1) je vlnova délka rentgenového zateni. Zavislost intenzity rozptylu (1) na rozptylovém

vektoru (s) je dana rovnici (4),
I(s) =4n | ODm“x P(r) %(:r) dr 4)

kde (P(r)) je distribuéni funkce vzdalenosti uvnitt molekuly a (D) je maximalni vzdalenost
v ramci rozptylujici molekuly. Pii odhadu velikosti molekuly pro malé rozptylové vektory (s)
plati tzv. Guinierova aproximace uvedena v rovnicich (5 a 6).

I(s) _ —s® R _ Dimax
1n1(0) = —% kde 1(0) = 4m [ ™™ P(r)dr (5a6)

Pro ptesné ur¢eni gyraniho poloméru je nutné Ry méfit jako funkci koncentrace proteinu a
poté extrapolovat na nulovou koncentraci.

K vytvoreni tzv. molekulové obalky se nejdiive ur¢i hodnota Dy a nasledné se vytvori
za pomoci tzv. dummy atomi koule o praiméru odpovidajicim pravé této hodnoté. Déle je tato
koule a jeji atomy upravovana tak, aby jeji vysledna konfigurace pifi simulovaném méfeni
poskytla stejny vysledek jako experimentalné naméfena SAXS data. Vypocet molekularniho
povrchu (obalky ptislu§ného proteinu) se provadi pomoci riznych algoritmt (volné dostupnych
na http://www.embl-hamburg.de/biosaxs/software.html) (Putnam et al. 2007; Mertens a
Svergun 2010).

SAXS byl vyuzit pro objasnéni strukturni podstaty regulace aktivity Nth1 pomoci Bmhl.
Méfeni bylo realizovano v Hamburku v Laboratofi evropské molekularni biologie
na synchrotronu DESY (Deutsches Elektronen Synchrotron, DORIS I1I, P12 beamline,
Némecko). Enzym Nthl a proteinovy komplex pNthl:Bmhl byly méfeny v rozmezi
koncentraci 1,8 az 15 mg ml™'. Protein Bmhl byl méfen vrozmezi koncentraci 2,2 az

16,3 mgml™'. Minimalni objem méfenych vzorkii byl 40 pl. Pro méfeni byl pouzit pufr
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obsahujici 20 mM Tris (pH = 7,5), 150 mM NaCl a 2 mM DTT. Vyhodnoceni dat bylo
provedeno pomoci programu ATSAS Software Suite (Konarev et al. 2006). Po normalizaci
intenzity rozptyleného zateni byla data zprimérovana a byl odecten piispévek pufru za pouziti
programu PRIMUS (Konarev et al. 2003). Hodnota intenzity rozptylu v pifimém sméru
(pti nulovém dhlu, 1(0)) a gyraéni polomér (Ry) byly vypoéteny pomoci Guinierovy
aproximace. Distribu¢ni funkce vzdalenosti uvniti molekuly (P(r)) a maximalni vzdalenost
castic (Dpax) byly urCeny pomoci nepiimé Fourierovy transformace hodnot intenzity rozptylu
(I(s)) za pouziti programu GNOM (Svergun 1992). Molekulové hmotnosti rozpusténych latek
(MMcy,) byly ziskany po srovnani intenzit rozptylu v ptfimém sméru (1(0)) s rozptyly ziskanymi
z roztoku standardu hovéziho sérového albuminu (BSA, o molekulové hmotnosti 66 kDa).
Ab initio molekulové obalky byly vypoéitany pomoci programu DAMMIN (Svergun 1999).
Tyto obélky reprezentuji protein vznikly z tzv. dummy atomt. Objem obalky je omezen
maximalni diametralni vzdalenosti pomoci experimentalné zjisténé hodnoty Dpa. Pro kazdy
protein bylo nezavisle vytvoieno 10 molekulovych obalek a vyslednd obalka byla vytvofena

Z jejich pramérnych parametri pomoci programu DAMAVER (Volkov a Svergun 2003).

5.4.10 Proteinova krystalografie

Krystalografie proteinti je biofyzikalni metoda vyuzivana pro uréeni prostorové struktury
bilkovin. Uspé&snost této metody je zavisla na kvalité proteinovych vzorkd, které je nutné
ptipravit v miligramovych mnozstvich. Proces krystalizace probiha ve vodném prostiedi a je
zavisly na tadé faktorl jako jsou teplota, hodnota pH, koncentrace proteinu a srazedla, Cistota
proteinového vzorku, typ krystalografické metody aj. Nejen z téchto divodu, ale také diky
tomu, ze neni mozné krystalograficky proces simulovat, je cely proces konéici vhodnym
difraktujicim krystalem Casto velice ¢asové naro¢ny (fadové tydny, mésice az roky). Kvalitu
proteinovych krystalli a jejich pouZitelnost pro strukturni studie neni mozné vyhodnotit
vizualné, ale je potieba provést testy rentgenové difrakce. Pro vyieSeni struktury je ¢asto nutné
otestovat veétsi mnozstvi krystalli a pfipadn€ optimalizovat podminky kryoprotekce.

Proteinové krystaly se nachazeji v rovnovaze s prostfedim vodnych roztoku, ve kterych
vznikly. Pfiblizné polovina objemu proteinového krystalu je tvofena kanaly, které obsahuji
neuspotfadané molekuly rozpoustédla. Velikosti zakladnich bun€k proteinovych krystali jsou
Vjednom sméru vétSinou vrozmezi desitek az stovek Angstrom (A) a hladina jejich
usporadanosti nebyva vysoka (v porovnani s anorganickymi krystaly), proto jsou i hodnoty
rozptylu rentgenového zafeni nizsi. Z této skutecnosti vyplyva potieba zdroji rentgenového

zafeni s vyS$i intenzitou, které je dosazeno naptiklad pfi vyuziti rotacni anody nebo zdroji
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synchrotronového zaieni. Difrak¢éni méfeni se zpravidla provadi za vyuziti oscilaéni metody
pii nizkych teplotach v proudu par kapalného dusiku.

Paprsky rentgenového zareni, které se rozptyluji na elektronech proteinovych
monokrystali, jsou zachytdvany detektorem. Ziskand data jsou nasledné transformovéna
do mapy elektronovych hustot. Vysledna trojrozmérna struktura proteinové molekuly nemize
byt vyrobena bez uréeni nebo odhadu pocatecnich hodnot fazi strukturnich faktorti (viz obrazek
5.8). Pfi tomto procesu muze byt vyuZzito podobnosti s jiZ znamou proteinovou strukturou
(metoda molekularniho nahrazeni) nebo se napf. faze uréi experimentalné pomoci metody
anomalniho rozptylu ¢i izomorfniho nahrazeni. Zpifesnéni struktury proteinu je provadéno

vypocetné a manualné pomoci specialnich programi (Rupp 2009).

vypocet % Q
elektronové gf.ra,
hustoty é \
: (FT) )
R —_— —_— g :\5‘\
e ( 2 ‘\2;’
p- f =
-~
rozptyl x-paprskd mapa elektronové atomarni model
hustoty a model struktury proteinu

krystal proteinu

Obrézek 5.8: Princip proteinové krystalografie. Krystal sloZeny z uspordadanych molekul
proteinu je vystaven rentgenovému zdreni. X-paprsky jsou rozptylovany elektronovymi obaly
atomii a vznikly difrakcni obraz je zaznamenan detektorem. Ze ziskanych difrakcnich dat lze
vypocitat elektronovou hustotu molekul ¢i atomi, které tvori testovany krystal. Pro vypocet map
elektronové hustoty se musi nejprve vyresit fazovy problém (urcit fazové posuvy difraktovanych
vin). Na zdkladé ziskané mapy elektronové hustoty lze ndsledné vytvorit model struktury

proteinové molekuly. Prevzato a upraveno podle (Rupp 2009).

Proteinovd  krystalografie je provadéna na dvou verzich proteinu  Nthl
(Nth1 153—751 a Nth1 100—751) a na proteinovém komplexu pNth1 WT:Bmh1 AC M237Stop.
Byly pouzivany dva typy krystaliza¢nich technik, metoda sedicich kapek nebo metoda kapek
visicich. Diky rozdilné koncentraci krystaliza¢nich ¢inidel v kapce (obsahujici roztok daného
proteinu smichany s roztokem z rezervodru) a v rezervoaru dochazelo k pomalé difuzi par
z kapky do roztoku a tim i k zahust'ovani roztoku proteinu v kapce. Béhem tohoto procesu byly
vytvofeny podminky vhodné pro nukleaci a rust proteinovych krystalt.

Pro hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek byl vyuzit robot Crystal Gryphon (Art

Robbins Instruments, USA) a krystaliza¢ni desticky umoziujici testovani 96 krystalizacnich
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podminek a to soucasné ve tiech riznych pomérech rezervoar : protein (1:2, 1:1 a 2:1) (Intelli-
plates® 96, Art Robbins Instruments, USA). Objem sedicich kapek byl 0,3 ul a rezervoar
obsahoval 70 ul krystaliza¢niho roztoku. Byly testovany proteiny Nthl 153—751 o koncentraci
7,2 mg ml™" rozpusténé v pufru obsahujicim 1 mM octan amonny (pH = 7,3), 150 mM NaCl a
5mM DTT. Dale proteiny Nthl 100-751 o koncentraci 10,8 mg ml™' umisténé v pufru
obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH =7,5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. A
také komplex proteinti pNthl WT:Bmh1 AC M237Stop o koncentraci 9,6 mg ml™" v pufru
obsahujicim 1 mM Tris-HCI (pH =7,5), 150 mM NaCl a 5 mM DTT. Pro hledani vhodnych
krystaliza¢nich podminek byly pouzity komeréné vyrabéné sady: Crystal Screen 1 + 2 a Index
HT (Hampton Research, USA), JCSG Suite | az IV (Qiagen, Nizozemsko), Morpheus a Midas
(Molecular Dimensions, UK). Robotem nakapané desticky byly utésnény samolepici folii
(ThermalSeal RTS™ Sealing Films, Excel Scientific, USA). Krystalografické testy probihaly
pii teploté 18 °C. Hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek pomoci robotu Crystal Gryphon
bylo realizovano ve spolupraci s Laboratofi strukturni biologie vedené RNDr. Cyrilem
Batinkou, Ph.D. na Biotechnologickém ustavu AV CR, v.v.i.

Podminky obsahujici nejlepsi krystaly byly optimalizovany pod dohledem prof. RNDr.
TomaSe Obsila, Ph.D. na Pfirodovédecké Fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze. Béhem
optimalizace pocatecnich krystalizacnich podminek byly ménény koncentrace krystalizacnich
podminek a také koncentrace samotnych proteinovych vzorkt. Byly testovany vlivy riznych
hodnot pH, sniZeni teploty na 4 °C a také vliv rGznych aditiv napf. glycerolu, ethanolu nebo
aditiv  z aditivniho screenu (Additive Screen, Hampton Research, USA). VétSina
krystalizacnich experimentli byla provadéna ve visicich kapkdch o objemu 4 az 6 pl. Byly
pozivany krystalografické desticky se 24 jamkami (Crystalgen, USA), pfi¢emz do rezervoaru
byl vzdy umistén 1 ml krystalizacniho roztoku. Jednotlivé kapky byly nanaSeny na kulata
silikonizovana kryci sklicka (VDX, 0,22 mm, Hampton Research, USA), kterd byla poté
ptilepena nad piislusny rezervoar. Od kazdého konstruktu a od proteinového komplexu bylo
nékolik nejlepsich krystald vyloveno z kapek a jejich slozeni otestovano pomoci 12%
SDS-PAGE. Krystaly byly pieneseny pomoci smycky do kapky obsahujici 5 pl roztoku
Z rezervoaru a nasledné vyloveny a pteneseny do 5 ul destilované vody. Z této posledni kapky
byly pfipraveny vzorky na 12% SDS-PAGE (postup viz kapitola 5.2.7, str. 53).

Po ovéteni sloZeni proteinovych krystalll, byly otevieny dalsi jamky a nejlepsi krystaly
byly pomoci specidlnich smyéek vyloveny z kapek. Krystaly byly okamzité omyty v pufrech
odpovidajici slozenim plvodni kapce, ale obsahujicich nejdiive 15% a nasledné 30% glycerol.
Takto oSetfené krystaly byly zmrazeny v kapalném dusiku, ve kterém jsou skladovany

pred ocekavanymi testy difrakce.
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6 Vysledky

6.1 Exprese a purifikace proteint

Exprese a purifikace vSech pouzivanych proteini probihaly podle zavedenych postupt,
které byly popsany v kapitole 5.2 (viz str. 49). V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny
vysledky expresi a purifikaci jednotlivych proteinovych konstruktt, pficemz z pouzivanych
dvanacti mutantnich forem proteind Nthl jsou uvedeny vysledky purifikaci a expresi pouze
dvou z nich. Jsou to mutantni formy Nthl D114L a D125L, na kterych byla naméfena data
zésadni pro celkovy vyzkum molekuldrniho mechanismu regulace funkce Nthl. Postupy
exprese a purifikace vSech mutantnich forem byly totozné s postupy piipravy Nthl WT (viz

nasledujici kapitola). LiSily se pouze nizs§imi vytézky vyrabénych proteint.

6.1.1 Exprese a purifikace Nth1 WT

Protein Nth1 WT byl exprimovan v bakteriich E. coli kmene Rosetta(DE3) a purifikovan
ve tiech krocich. Diky N-koncové histidinové kotvé, bylo mozné ziskany fuzni protein Nthl
WT precistit nejprve pomoci niklové chelataéni chromatografie. Purifikovany protein byl
z kolony obsahujici kationty Ni?* eluovan pomoci pufru obsahujictho 600 mM imidazol.
Cistota a slozeni ziskanych proteinovych frakei byla ovéfovana pomoci 10% SDS-PAGE (viz
obrazek 6.1). Druhym purifikaénim krokem byla kationtové vyménna chromatografie, ktera
probihala na koloné naplnéné Sepharosou MonoS piipojené k pfistroji FPLC-AKTA. Protein
Nth1 WT byl z kolony eluovén linearnim gradientem chloridu sodného (viz leva ¢ast obrazku
6.2, str. 80). Cistota eluovanych frakci a obsah Nthl WT byl nasledné zkontrolovan pomoci
10% SDS-PAGE (viz prava ¢ast obrazku 6.2, str. 80).
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Obrézek 6.1: 10% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy standard
molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthl WT cislo 2 az 10 eluovanych

P niklové chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi.
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Obrézek 6.2: Elucni profil vzorku Nthl WT pri kationtoveé vyménné chromatografii (vlevo).
Modra krivka obsahuje hodnoty absorbance namérené pri 280 nm a hnéda kiivka je tvorena
hodnotami vzriistajici konduktivity. V pravé casti obrdazku je 10% (vIv) polyakrylamidovy gel
z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci A5 az B1.

Kone¢nou purifika¢ni metodou byla gelova permeacni chromatografie provadéna na koloné
Superdex™ 200 10/300 GL a pfistroji FPLC-AKTA. Vysledny eluéni profil proteinu Nthl WT
a nasledna analyza Cistoty proteinovych frakci jsou uvedeny na obrazku 6.3. Pti purifikacich
Nth1 WT byly ziskany pfiblizné 3 mg proteinu ze tii litrt bakterialni kultury. Protein byl ziskan

ve vysoké Cistoté a v neagregovaném stavu.
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Obrazek 6.3: Elucni profil vzorku Nthl WT z gelové permeacni chromatografie na koloné
Superdex™ 200 je zobrazen vlevo. Modrd kifivka obsahuje hodnoty absorbance naméiené
pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachazi 10% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE
obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci B az BY.
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6.1.2 Exprese a purifikace mutantni formy Nth1l D114L

Konstrukt Nth1 D114L, byl ptipraven pomoci cilené jednobodové mutageneze konstruktu
obsahujictho gen pro expresi proteinu Nthl WT sekvence 1-751. Kodon pro kyselinu
asparagovou na pozici 114 byl cilené¢ zménén na kodon pro leucin. Exprese mutantni formy
proteinu Nthl D114L probihala v bakteriich E.coli kmen Rosetta(DE3) a néasledoval
tiistupnovy purifikacni proces zahrnujici niklovou chelata¢ni chromatografii (viz obrazek 6.4),
kationtové vymeénnou chromatografii (viz obrazek 6.5) a gelovou permeac¢ni chromatografii
(viz obréazek 6.6, str. 82). Cely purifika¢ni proces byl proveden stejnym zpusobem, jaky byl
popsan Vv piipadé Nth1 WT (viz kapitola 6.1.1, str. 79). Pii purifikacich proteinu Nth1 D114L
bylo ziskano pftiblizné 0,5 - 1 mg proteinu ze 3 litrt bakterialni kultury. Protein byl pfipraven
ve vysoké ¢Gistoté a v neagregovaném stavu (viz obrazek 6.6, str. 82).
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Obrazek 6.4: 10% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych
vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthi DI114L cislo 2 az 10 eluovanych pri niklové

chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi.
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Obrazek 6.5: Elucni profil proteinu Nthl DII14L pii kationtové vyménné chromatografii
(vlevo). Modra kiivka obsahuje hodnoty absorbance namérené pri 280 nm a hnéda kiivka je
tvorena  hodnotami  vzrustajici  konduktivity. N pravé casti  obrazku je 10% (VIV)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy standard molekulovych vah (St) a

vzorky proteinovych frakci 14 az 30 eluovanych odpovidajicim poradi.
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Obrézek 6.6: Elucni profil mutantni formy proteinu Nthl DII4L z gelové permeacni

chromatografie na koloné Superdex™ 200 je zobrazen vievo. Modra kiivka obsahuje hodnoty

absorbance namérené pii 280 nm. V pravé casti obradzku se nachazi 10% (v/v)

polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky

proteinovych frakci 14 az 22.

6.1.3

Exprese a purifikace mutantni formy Nth1 D125L

Konstrukt pouzivany pro vyrobu mutantniho proteinu Nth1 D125L, byl pfipraven pomoci

cilené jednobodové mutageneze konstruktu obsahujiciho gen pro expresi proteinu Nthl WT

sekvence 1—751. Kodon pro kyselinu asparagovou na pozici 125 byl cilené¢ zménén na kodon

pro leucin. Exprese i purifikace mutantni formy proteinu Nthl D125L probihala stejné, jako
bylo popséno u konstruktu Nth1 D114L (viz kapitola 6.1.1, str. 79).

kDa 250
150

100

75 -

50 —

37

8 9 10

<€~ Nth1D125L

@ RIS

Obrézek 6.7: 10% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych

vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthl DI25L cislo 2 az 10 eluovanych pri niklové

chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi.
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Tristupnovy purifikaéni proces se skladal z niklové chelata¢ni chromatografie (viz obrazek
6.7, str. 82), kationtové vyménné chromatografie (viz obrazek 6.8) a gelové permeacni

chromatografie (viz obrazek 6.9). Pti purifikacich mutantni formy proteinu Nth1 D125L bylo

ziskano pftiblizn€ 0,5 az 1 mg proteinu ze tii litrd bakteridlni kultury. Protein byl pfipraven
ve vysoké Cistoté a v neagregovaném stavu.
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Obrézek 6.8: Elucni profil Nthl D125L pri kationtové vyménné chromatografii (vlevo). Modra

krivka obsahuje hodnoty absorbance namérené pri 280 nm a hnéda kiivka je tvorena

hodnotami vzristajici konduktivity. N pravé casti obrazku je 10% (vIv) polyakrylamidovy gel
z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci 14 az 30.
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Obrazek 6.9: Elucni profil proteinu Nthl DI25L z gelové permeacni chromatografie na koloné

Superdex™ 200 je zobrazen vlevo. Modrd kiivka obsahuje hodnoty absorbance naméiené

pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachazi 10% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE
obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci 14 az 22.
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6.1.4 Exprese a purifikace Nth1 WT v pRSFDuet-1

Konstrukt obsahujici gen NTH1 WT 1-751 ur€eny pro piipravu proteinového komplexu
pNthl:Bmhl a jeho naslednou Kkrystalizaci byl
pRSFDuet-1. Exprese proteinu Nthl WT v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3) a nésledna

zaklonovan do upraveného plasmidu

purifikace pomoci niklové chelataéni chromatografie probihaly identicky jako bylo popséno
v ptipadé Nthl WT v kapitole 6.1.1 (viz str. 79). Cistota a sloZeni ziskanych proteinovych

frakci byla ovéfovana pomoci 12% SDS-PAGE (viz prava ¢ast obrazku 6.10).
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Obréazek 6.10: 12% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych
vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthl WT cislo 1 az 9 eluovanych pvi niklové chelatacni
chromatografii v odpovidajicim poradi (leva cast obrazku). Kontrola uspesnosti odstépovani
N-koncové casti proteinu Nthl WT ucinkem TEV proteasy provedena pomoci 12% SDS-PAGE
(prava cast obrdzku). V pravé casti pravého kontrolniho gelu jsou navic vzorky sonikdtu

obsahujictho Nthl WT a pelety obsahujici zbytky rozbitych bunék.

Frakce obsahujici protein Nth1 WT byly nasledné v dialyze $tipAny pomoci TEV proteasy
(na 1 mg proteinu Nthl WT bylo do dialyza¢ni membrany piidano pfiblizné 250 U TEV
proteasy). St&peni probihalo pfi teploté 4 °C do druhého dne, kdy byla usp&snost reakce
zkontrolovana pomoci 12% SDS-PAGE (viz leva ¢ast obrazku 6.10). Dalsim krokem purifikace
byla kationtové vyménna chromatografie (viz obrazek 6.11, str. 85), ktera probihala stejnym
zpusobem jako v kapitole 6.1.1 (viz str. 79).

Po kationtové vyménné chromatografii nasledovala fosforylace a gelova permeacni
chromatografie provadéna za stejnych podminek, jako pfi purifikaci uvedené v kapitole 6.1.1
(viz str. 79). Vysledky této metody jsou na obrazku 6.12 (viz str. 85). Pii purifikacich tohoto
konstruktu Nthl WT bylo ziskano piiblizné 5 mg proteinu ze 12 litrd bakterialni kultury.
Protein byl ziskan ve vysoké Cistoté a v neagregovanem stavu. Schopnost tvorby komplexu
byla ovéfena pomoci nativni 12% TBE-PAGE (viz obrazek 6.13, str. 86).
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Obrézek 6.11: Elucni profil vzorku proteinu Nthl WT pii kationtové vyménné chromatografii
(vlevo). Modra kiivka obsahuje hodnoty absorbance namerené pri 280 nm a hnéda kiivka je
tvorena hodnotami vzristajici  konduktivity. Vpravé casti obrazku je 12% (VIV)

polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci A5 az B1.
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Obrézek 6.12: Elucni profil proteinu Nthl WT (pochdzejiciho z plasmidu pRSFDuet-1) z gelové

permeacni chromatografie na koloné Superdex™ 200 je zobrazen vlevo. Modrd kifivka
obsahuje hodnoty absorbance namérené pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachazi 12%

(v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci Bl az BY.
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Obréazek 6.13: Kontrolni 12% gel z nativni TBE-PAGE tvorbu komplexu mezi proteiny pNthl
WT a Bmhl AC M237Stop. V prvni drdze je protein Bmhl AC M237Stop (60 pmol), ve druhé
draze je fosforylovana pNthl WT (30 pmol), ve treti a ctvrté draze jsou komplexy téchto dvou

proteinii smichanych v molarnim pomeéru 1:2 (30:60 pmol, pNthl:Bmhl).

6.1.5 Exprese a purifikace Nth1l 153-751

Konstrukt obsahujici gen NTH1 153—751 ureny pro piipravu proteinu Nthl 153-751 a
jeho naslednou krystalizaci byl vlozen do upraveného plasmidu pRSFDuet-1. Exprese proteinu
Nth1 153-751 v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3) a nésledna purifikace pomoci niklové
chelata¢ni chromatografie probihaly identicky jako bylo popsano v ptipadé Nth1 WT v kapitole
6.1.1 (viz str. 79). Cistota a sloZeni ziskanych proteinovych frakci byla ovéfovana pomoci 12%
SDS-PAGE (viz leva ¢&ast obrazku 6.14). Frakce obsahujici protein Nthl 153-751 byly
nasledné v dialyze §tépeny pomoci TEV proteasy stejnym zpisobem jako v piedchozi kapitole
6.1.4 (viz str. 84). (viz prava ¢ast obrazku 6.14).
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Obrézek 6.14: 12% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych
vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthl 153—751 cislo 1 az 9 eluovanych pri niklové
chelatacni chromatografii (leva cast obrdazku). Kontrola uspésnosti odstépovani N-koncové
casti proteinu Nthl 153—751 ucinkem TEV proteasy provedend pomoci 12% SDS-PAGE

(prava cast obrazku).
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Druhou a konecnou purifikaéni metodou procesu piipravy proteinu Nthl 153—751 byla
gelova permeaéni chromatografie provadéna stejnym postupem jako v kapitole 6.1.1 (viz str.
79). Vysledky této metody jsou na obrazku 6.15. Pii purifikacich Nth1 153—751 bylo ziskano
pfiblizné 16 mg proteinu z 6 litri bakteridlni kultury. Protein byl pfipraven v dostatecné Cistoté

a neagregovaném stavu.
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Obréazek 6.15: Elucni profil vzorku Nthl 153—751 z gelové permeacni chromatografie
na koloné Superdex™ 200 10/300 GL je zobrazen vlevo. Modrd kiivka obsahuje hodnoty
absorbance namerené pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachdzi 12% (v/v)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci B3 az Bl 1.

6.1.6 Exprese a purifikace Nth1 100-751

Konstrukt obsahujici gen NTH1 100—751 ur¢eny pro piipravu proteinu Nthl 100751 a
jeho naslednou krystalizaci byl vlozen do upraveného plasmidu pRSFDuet-1. Exprese proteinu
Nth1l 100-751 v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3), nasledna purifikace pomoci niklové
chelata¢ni chromatografie a §t€peni TEV proteasou probihaly stejnym zptisobem jako v piipade
konstruktu Nth1 153—751 (viz kapitola 6.1.5, str. 86). Cistota a slozeni ziskanych proteinovych
frakci a uspésnost jejich §tépeni byla oveétovana pomoci 12% SDS-PAGE (viz obrazek 6.16,
str. 88). Kone¢nou purifika¢ni metodou procesu piipravy proteinu Nth1 100-751 byla gelova
permeacni chromatografie provadéna na koloné Hiload 26/60 Superdex™ 200 pg pomoci
ptistroje FPLC-AKTA. Vysledny eluéni profil proteinu Nthl 100-751 a nésledna analyza
Cistoty proteinovych frakci pomoci 12% SDS-PAGE jsou uvedeny na obrazku 6.17 (viz str.
88). Pii purifikacich Nth1 100—751 bylo ziskano piiblizné 15 mg proteinu z 6 litri bakterialni

kultury. Protein byl ziskan v dostate¢né Cistoté a v neagregovaném stavu.
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§tépeni TEV prot.

st 2 3 4 5 6 7 8 9 10 St pred po
kDa 250 kDa 250
150 150
100 - e
- D s <€ Ntht 100 Nth1 100-751
75 —o 100-751 75 | - <« oo
- — ' po Stépeni
50 W —_—— TEV proteasou
50 -
37 Lad
37
2% - a
" - e 25 -
20 20
15 - s .
-— - -

Obréazek 6.16: 12% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici proteinovy standard
molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci Nthl 100—751 cislo 2 az 10 eluovanych
priniklové chelatacni chromatografii v odpovidajicim poradi (leva cast obrazku). Kontrola
uspésnosti odstépovani N-koncové casti proteinu Nthl 100—751 ucinkem TEV proteasy
provedend pomoci 12% SDS-PAGE (prava cast obrazku).
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Obrazek 6.17: Elucni profil vzorku Nthl 100—751 z gelové permeacni chromatografie
na koloné Hiload 26/60 Superdex™ 200 je zobrazen vievo. Modrd kiivka obsahuje hodnoty
absorbance namérené pri 280 nm. V pravé casti obrdazku se nachdzi 12% (v/v)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci D10 az E12.

6.1.7 Exprese a purifikace proteinti Bmh1 WT

Konstrukt BMH1 WT byl zaklonovan do plasmidu pET-15b (Invitrogen, USA). Proteiny
Bmhl WT byly exprimovany v bakteriich E. coli kmen BL21(DE3) jako fazni proteiny
obsahujici afinitni histidinovou kotvu na svém N-konci. Protein Bmhl WT byl nasledné
precistén pomoci niklové chelataéni chromatografie (stejny postup jako v kapitole 6.1.1, viz str.

79). Cistota a slozeni ziskanych proteinovych frakci byla ovéfovana pomoci 15% SDS-PAGE
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(viz obrazek 6.18). Druhym purifikanim krokem pii vyrobé proteinu Bmhl WT byla
aniontové vyménnd chromatografie provadéna na koloné naplnéné Sepharosou MonoQ
ptipojené k piistroji FPLC-AKTA. Protein Bmhl WT byl z kolony eluovan linearnim
gradientem chloridu sodného a obsah proteinu Bmh1l WT v eluovanych frakcich byl nasledné

zkontrolovan pomoci 15% SDS-PAGE (viz obrazek 6.19).
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Obréazek 6.18: 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych
vah (St) a vzorky frakci proteinu Bmhl WT cislo 2 az 10 eluovanych pri niklové chelatacni
chromatografii.
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Obrézek 6.19: Elucni profil vzorku proteinu Bmhl WT pri aniontové vyménné chromatografii
(vlevo). Modra kiivka obsahuje hodnoty absorbance namérené pii 280 nm a hnéda kiivka je
tvorena hodnotami vzristajici  konduktivity. 'V pravé casti obrazku je 15% (v/v)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci A5 az Bl.

Konecnou purifikacni metodou procesu piipravy proteinu Bmhl WT byla gelova
permeacni chromatografie provadéna na koloné Superdex™ 75 10/300 GL pomoci pfistroje

FPLC-AKTA. Vysledny elu¢ni profil proteinu Bmhl WT a nasledna analyza Cistoty
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proteinovych frakci pomoci 15% SDS-PAGE jsou uvedeny na obrazku 6.20. Pfi pfipravé Bmhl
WT bylo ziskano ptiblizné¢ 50 mg proteinu ze tii litrG bakteridlni kultury. Protein dosahoval

vysoké Cistoty a byl v neagregovaném stavu.
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Obrézek 6.20: Elucni profil vzorku Bmhl WT z gelové permeacni chromatografie na Koloné
Superdex™ 75 je zobrazen vlevo. Modrd kiivka obsahuje hodnoty absorbance naméiené
pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachazi 12% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE
obsahujict standard molekulovych vah (St) a vzorky proteinovych frakci A4 az A12.

6.1.8 Exprese a purifikace proteinii Bmh1 AC M237Stop

Konstrukt pro kratsi protein Bmh1 AC M237Stop byl vytvofen pomoci cilené jednobodové
mutageneze, pii které byl zaveden Stop kodon na misto M237 (Veisova et al. 2010). Proteiny
Bmh! AC M237Stop byly exprimovany a purifikovany stejnym zptisobem jako proteiny Bmhl
WT (viz kapitola 6.1.7, str. 88). Vysledky niklové chelataéni chromatografie a aniontové
vyménné chromatografie jsou uvedeny na obrézcich 6.21 a 6.22 (viz str. 91).
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Obréazek 6.21: 15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych
vah (St) a vzorky frakci proteinu Bmhl AC M237Stop cislo 1 az 9 eluovanych pri niklové

chelatacni chromatografii.
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Obrézek 6.22: Elucni profil vzorku proteinu Bmhl AC M237Stop pri aniontové vyménné
chromatografii (vlevo). Modra kiivka obsahuje hodnoty absorbance namérené pri 280 nm a
hnéda krivka je tvorena hodnotami vzrustajici konduktivity. 'V pravé casti obrazku je 15% (v/v)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky
proteinovych frakci A4 az B11.

Frakce obsahujici protein Bmh1 AC M237Stop byly nasledné slouceny a v dialyze Stipany
pomoci thrombinu z lidského séra. Pro dokonalé odstépeni N-koncové casti byl pouzit
thrombin (5 U na 1 mg). Stépeni probihalo v dialyze pies noc pii teploté 4 °C. Usp&snost
Stépeni byla ovéfena pomoci 15% SDS-PAGE (viz obrazek 6.23).
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Obréazek 6.23: Kontrola uspésnosti odstépeni N-koncové Casti proteinu Bmhl AC M237Stop
ucinkem thrombinu provedena pomoci 15% SDS-PAGE. Prvni draha tohoto gelu obsahuje
standard molekulovych vah (St), druha a treti draha obsahuje nenastépeny vzorek proteinu
Bmhl AC M237Stop a nasledujici drahy obsahuji vzorky Sstépeného proteinu odebirané

Vv pritbéhu Stépici reakce s thrombinem.

Poslednim purifikanim krokem byla gelova permeacni chromatografie provadéna

na koloné Hiload 20/60 Superdex™ 75 pg pomoci piistroje FPLC-AKTA. Vysledny elu¢ni
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profil proteinu Bmhl AC M237Stop a nasledna analyza Cistoty proteinovych frakci pomoci
15% SDS-PAGE jsou uvedeny na obrazku 6.24. Pti piipravé Bmhl AC M237Stop bylo ziskano

pfiblizné 50 mg proteinu ze tii litri bakteridlni kultury. Protein byl ziskan ve vysoké Cistoté a

V neagregovaném stavu.
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Obrézek 6.24: Elucni profil vzorku Bmhl AC M237Stop z gelové permeacni chromatografie

na koloné Hiload 20/60 Superdex™ 75 je zobrazen vievo. Modrd kiivka obsahuje hodnoty

absorbance namerené pri 280 nm. V pravé casti obrazku se nachdzi 15% (v/v)

polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE obsahujici standard molekulovych vah (St) a vzorky

proteinovych frakci D8 az F8.

6.2 Biofyzikalni charakterizace

Hlavni néplini této disertacni prace byla strukturni charakterizace neutralni trehalasy Nthl,

objasnéni mechanismu jeji aktivace a strukturnich zmén, které nastavaji pii tvorbé komplexu

pNth1:Bmhl. Pomoci cilené bodové mutageneze bylo ptipraveno nékolik mutantnich forem

Nthl a nasledné probihala jejich biofyzikalni charakterizace. Pro sledovani vazebné afinity

byly pouzity metoda nativni TBE-PAGE a analyticka ultracentrifugace (AUC). Zatimco nativni

TBE-PAGE nam poskytla pouze orienta¢ni srovnani vazebnych afinit, pomoci AUC bylo

mozné ziskat navic disociaéni konstanty méfenych proteinovych komplexi. Pro ovéfeni vlivu

jednobodovych mutaci na aktivitu pNthl byla stanovena enzymova aktivita téchto proteind.

Vliv mutaci na strukturu a teplotni stabilitu Nth1l byl studovan pomoci metod cirkularniho

dichroismu (CD) a diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (DSF). Pro studium struktury proteini

Nthl, Bmhl a jejich komplexu byly pouZity metody H/D vymény a chemického zesiténi

spojenych s MS, CD spektroskopie a malothlového rozptylu rentgenového zateni (SAXS).
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6.2.1 Stanoveni enzymové aktivity pNth1 WT

Doposud bylo prokdzano, ze enzymova aktivita neutrdlni trehalasy Nthl pochdzejici
z S. cerevisiae je regulovana vazbou proteinu Bmhl zavislou na pfedchozi fosforylaci pomoci
PKA. Dale se piedpoklada, ze svoji roli v procesu regulace aktivity tohoto enzymu maji i
kationty Ca**. Mechanismus a vysledky jejich G¢inku nebyly doposud plné objasnény (Panni et
al. 2008; Veisova et al. 2012; Schepers et al. 2012). Z tohoto divodu byla stanovena enzymova
aktivita fosforylované pNth1 v ptitomnosti proteinu Bmh1 a/nebo kationtti Ca** nebo Mg®* (viz
Obrézek 6.25). Vsechny experimenty byly provadény v piitomnosti 30 mM trehalosy. Vzorek
pNthl v pfitomnosti samotného proteinu Bmhl, zdivodu omezeni mozného vlivu
dvojmocnych kationtti, obsahoval navic 1 mM EDTA nebo 1 mM EGTA.

Z vysledkd je patrné, Ze aktivita pNth1 zavisla pouze na piitomnosti kationti Ca®*, je velice
nizka. Aktivita naméfena v pfitomnosti proteini Bmh1 je mnohem vys§si. Nejvyssich hodnot
pak dosahuje aktivita naméfend v p¥itomnosti Ca?* a Bmh1. Vysledky aktivace pNth1 pomoci
proteinu Bmhl méfené v pfitomnosti 1 mM EDTA nebo EGTA se shodovaly, proto jsou
v grafu uvedeny pouze hodnoty naméiené v pfitomnosti 1 mM EDTA. Tyto aktivity (54 umol
Glc min™' mg™") jsou nicméné nizsi neZ aktivity méfené v nepiitomnosti EDTA nebo EGTA,
které dosahovaly hodnot 64 az 66 pmol Glc min™' mg™ (Veisova et al. 2012). Vliv kationti
Mg?®* nebyl prokazan. Hodnoty aktivit pNth1 naméfené v piitomnosti Mg?* a Bmh1 odpovidaly

hodnotam namétfenym V pfitomnosti proteini Bmh1 samotnych.
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Obrézek 6.25: Porovnani specifickych enzymovych aktivit pNthl WT mérenych za riiznych
podminek v piitomnosti 30 mM trehalosy. Specificka aktivita neutralni trehalasy pNthl je
vyjadirena pomoci latkového mnozstvi glukosy (umol) vyprodukovaného za jednu minutu jednim
miligramem proteinu. Sloupcové grafy a smérodatné odchylky jsou vysledkem priiméru tri

nezavislych méreni (Kopecka et al. 2014).
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6.2.2 Stanoveni enzymové aktivity mutantnich forem pNthl

Pii vyzkumu ulohy kationtd Ca®* v regulaci aktivity Nth1 jsme se inspirovali vyzkumy
provadénymi na neutralni trehalase pochazejici ze S. pombe. Tyto studie prokazaly, Ze aktivace
neutralni trehalasy zavisla na pritomnosti kationtd Ca®* je zprostiedkovavana Ca-vazebnou
doménou tohoto enzymu (Franco et al. 2003). Pravé tato doména obsahuje tzv. EF-hand motiv,
ktery je konzervovany mezi velkym poétem Ca-vazebnych proteinti. Na zakladé skute¢nosti, Ze
Nthl pochézejici zS. cerevisiae  obsahuje  pravé takovyto motiv  (sekvence
D' TDKNYQITIED), bylo pro vyzkum dileZitosti a funkce tohoto motivu navrzeno a
vyrobeno deset jednobodovych mutantnich forem Nthl vrdmci konzervovanych i
nekonzervovanych pozic tohoto motivu (Rashidi et al. 1999; Lewit-Bentley a Réty 2000). Dale
byly vyrobeny také dvé mutantni formy Nthl obsahujici mutace z oblasti sousedicich
s EF-hand motivem (D103L a D173L). Posledni dvé mutantni formy byly vyrobeny dodate¢né,
na zakladé vysledka pozorovanych pii méfeni vodik/deuteriové vymény spojené s MS. V ramci
EF-hand motivu byly mutovany aminokyselinové zbytky umisténé na konzervovanych pozicich
1,3,5a12 (D114L, D116L, D118L a D125L) a patrné se ucastnici koordinacni vazby s ionty
vazanych kovu. V ramci motivu byly také provedeny mutace na nekonzervovanych pozicich 4
a 8 (K117L a I121L). Tyto dva aminokyselinové zbytky se neucastni vazby kovi, ale
U isoleucinu 121 se ptredpoklada, ze ma vyznam pro spravnou konformaci motivu. Mutace
K117L byla navrZena pouze jako negativni kontrola (Rashidi et al. 1999; Lewit-Bentley a Réty
2000). Byla stanovena enzymova aktivita vSech vyrobenych mutantnich forem pNthl
v piitomnosti proteinti Bmhl samotnych nebo soudasné s kationty Ca®* (viz obrazek 6.26, str.
95). M¢feni byla provadéna v ptitomnosti 30 mM trehalosy.

V nepfitomnosti kationtt Ca®* vykazovaly viechny mutantni formy niZ§i enzymové aktivity
zavislé na piitomnosti proteinu Bmh1. Jedinou vyjimkou z tohoto pravidla byla mutantni forma
pNthl DI116L. Pfitomnost kationti Ca®* soucasné s proteiny Bmhl zvysila aktivity vétsiny
méfenych mutantnich forem pNthl. Tento efekt nebyl pozorovan pouze u forem pNthl D114L,
N118L, a D125L. Navic pNth1 D114L a D125L zistavaly neaktivni v pfipadé vSech méfenych
podminek. Posledni dva zminéné mutantni proteiny obsahovaly jednobodové mutace
aminokyselinovych zbytki kli¢ovych pro koordina¢ni vazbu iontd kovid. Jejich nahrazeni
za leucin mélo negativni efekt jak na aktivity méfené v pfitomnosti vapniku, tak na aktivitu
méfenou v ptitomnosti samotného proteinu Bmhl. Pro vyzkum vyznamu D114 a D125
ohranicujicich EF-hand motiv Nthl byla za stejnych podminek méfena enzymova aktivita
mutantnich forem pNthl D114E a D125E. Tyto mutace méfenym mutantnim enzymtm pNth1

pravdépodobné vratily jejich schopnost vézat kationty Ca** a schopnost aktivace v piitomnosti
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Bmhl1 a kationti Ca®*. Avsak jejich enzymova aktivita v piitomnosti samotnych proteinti Bmh!
obnovena nebyla. Na druhou stranu mutantni formy pNthl D114E a D125E, diky kterym byla
mutantni pNth1 pravdépodobné schopna znovu vazat kationty Ca®*, vykazovaly vysoké aktivity
zavislé na pritomnosti proteinii Bmhl, ale pouze za soucasné pritomnosti kationtd Ca?*.
Z téchto vysledki vyplyva, ze strukturni integrita EF-hand motivu je kliova pro aktivaci
pNth1 zprostiedkovanou proteiny Bmhl a Ze vazba kationtti Ca** napoméha a usnadiiuje proces

aktivace, pravdépodobné diky stabilizaénimu vlivu na strukturu EF-hand motivu.
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Obréazek 6.26: Porovnani specifickych enzymovych aktivit pNthl WT a jejich mutantnich forem
meérenych v pritomnosti 30 mM trehalosy. Specificke aktivity namérené v pritomnosti proteinii
Bmhl samotnych jsou zndzornény bilymi sloupci a specifické aktivity namérené v pritomnosti
proteinit Bmhl a kationtii Ca** jsou zndzornény sloupci Sedymi. Specifickd aktivita neutralni
trehalasy pNthl je vyjadiena pomoci latkového mnoZstvi glukosy (umol) vyprodukovaného
za jednu minutu jednim miligramem proteinu. Sloupcové grafy a smérodatné odchylky jsou

vysledkem primeéru tii nezavislych mereni (Kopecka et al. 2014).

6.2.3 Ovérovani vazby proteini Bmh1 na pNth1 pomoci nativni TBE
elektroforézy

Schopnost fosforylované Nthl WT a jejich mutantnich forem vazat protein Bmh1l WT byla
ovéfena pomoci nativni 12% TBE-polyakrylamidoveé gelové elektroforézy (TBE-PAGE).
V prvnim experimentu bylo potvrzeno, ze vazba proteinu Bmhl na Nthl WT je zavisla
na fosforylaci Nth1 pomoci PKA (viz obrézek 6.27, str. 96). Proteiny byly michany v molarnim
poméru 1:2 (Nth1:Bmhl). V ptipadé smési proteinu Bmh1 s nefosforylovanou Nth1 nedochazi

ke vzniku proteinového komplexu (ve tieti draze je vidét pouze samotny protein Bmhl).
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Obréazek 6.27: Vysledny 12% gel z nativni TBE-PAGE dokazujici zavislost vazby proteinu
Bmh1 na fosforylaci proteinu Nth1. V prvni draze je protein Bmh1l (72 pmol), ve druhé draze je
nefosforylovana Nthl (36 pmol), ve treti drdze je smes nefosforylované Nthl a proteinu Bmhl
vV moldrnim poméru 1:2 (36:72 pmol), ve ¢tvrté draze je fosforylovand pNthl (36 pmol) a
v posledni dréaze je komplex fosforylované pNthl s proteinem Bmh1 smichanych v molarnim
pomeru 1:2 (36:72 pmol) (Macakova et al. 2013).

Pfi ovéfovani schopnosti vSech dvanacti fosforylovanych mutantnich forem pNthl vazat
proteiny Bmhl WT, nebyly pomoci 12% nativni TBE-PAGE prokazany zadné podstatné
odchylky od pNthl WT. Vsechny fosforylované mutantni formy pNthl DI103L, D114L,
D114E, D114N, D116L, K117L, N118L, 1121L, D125L, D125E, D125N i D173L spolehlive
vytvarely komplexy s proteinem Bmhl (viz obrazek 6.28). Molarni pomér proteinu
pNth1:Bmhl byl 1:2.

komplexy pNth1:Bmh1 komplexy pNth1:Bmh1
Bmh1 WT WT D103L D114L K117L [1121L D125L D173L Bmh1 WT WT D114E D114N D116L N118L D125E D125N
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Obréazek 6.28: Vysledné 12% gely z nativni TBE-PAGE prokazujici tvorbu komplexu vsech
fosforylovanych mutantnich forem pNthl s proteinem Bmhl. Moldrni pomér obou proteinii byl
1:2 (pNth1:Bmhl). Jednotlivé vzorky obsahovaly 60 pmol proteinu Bmhl a 30 pmol pNthl WT
nebo jeho mutantnich verzi. V prvni drdze kazdého z gelii je samotny protein Bmhl a ve druhé
samotny pNthl WT. Treti drahy obsahuji komplexy pNthl WT:Bmhl. Drdhy 4 az 9 na obou
gelech obsahuji proteinové komplexy pNth1l: Bmh1 jednotlivych mutantnich forem Nth1.
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6.2.4 Studium vlivu kationti Ca** na stabilitu komplexu pNth1:Bmh1

Studium vlivu kationti Ca?* na disociatni konstantu komplexu pNthl:Bmhl pomoci
sedimentacni analyzy bylo provadéno na zakladé vysledkd zjisténych pii méfeni enzymove
aktivity pNth1. Tato méteni odhalila, Zze protein pNthl a nékteré jeho mutantni formy vykazuji
vys§i aktivity v pritomnosti proteint Bmh1 soudasné s kationty Ca®*, ve srovnani s aktivitami
pNth1l naméfenymi pouze v piitomnosti proteinit Bmhl (viz kapitola 6.2.2, str. 94). Z tohoto
divodu bylo nutné pomoci analytické ultracentrifugace ovéfit moznost, zda pritomnost kationtti
Ca®* nezvysuje stabilitu proteinového komplexu pNth1:Bmhl. Pii sedimentaéni analyze byla
sledovana kontinualni distribuce sedimentacnich koeficientd (c(S)) smési proteinu pNthl
s proteinem Bmh1 v péti ruznych molarnich pomérech (od 5:1 do 1:20). Koncentrace pNthl
byla u vSech experimentd totozna (1 uM). Stejna méfeni probihala vzdy v pfitomnosti a

nepiitomnosti 10 mM kationti Ca®* (viz obrazek 6.29).
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Obrazek 6.29: Graf zobrazujici vysledky sedimentacni analyzy komplexii proteinii Bmhl
s fosforylovanou Nthl WT v piitomnosti kationtii Ca®* (vpravo) a vV jejich nepritomnosti
(vlevo). Na obou obrazcich jsou zobrazeny distribuce sedimentacnich koeficientii (c(S)) smesi
obsahujicich rizné koncentrace proteinit Bmhl a konstantni koncentraci pNthl. Sedimentacni
analyza neodhalila zdadné vyrazné rozdily ve vazebné afinité pNthl k proteiniim Bmhl

zpiisobené pritomnosti kationtii Ca®* (Kopecka et al. 2014).

Distribuce normalizované na vysku piku ukazuji, Ze Bmhl a pNthl tvoifi komplex, ktery
ma sedimentaéni koeficient normalizovany na vysku piku (sy20) roven 7,2 S. Samotny protein
Bmh1 ma samostatny pik rovny hodnoté 3,6 S a pik samotné pNthl je u hodnoty 5,1 S. Nizké
zastoupeni proteini ve formé komplexu v pripadech, kdy smés obsahovala ptili§ nizké nebo
prili§ vysoké koncentrace proteinu Bmhl (0,2 uM nebo 20 uM), byla zptisobena velkym
prebytkem pNth1 nebo proteinu Bmhl ve smési.
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Analyza dat ziskanych sedimenta¢ni analyzou byla provedena pomoci programu
SEDPHAT (Dam et al. 2005). Pro vysledky ziskané v pfitomnosti a v nepfitomnosti kationtl
Ca®* byl pouzit model A + B = AB. Protein Bmh1 byl modelovan jako pevny dimer, ktery
interaguje s pNth1 v poméru 1:1. Nebyl prokizan adny vliv kationti Ca** na rovnovaznou
disocia¢ni konstantu (Kq) komplexu pNth1:Bmhl. Rovnovazna disocia¢ni konstanta komplexu
V pritomnosti i nepfitomnosti kationtii Ca®* byla stanovena 10 nM. Z tohoto vysledku vyplyva,
ze ucinné€jsi aktivace pNthl v pfitomnosti proteini Bmhl a kationtt Ca* nemiize byt

vysvétlena naristem vazebneé afinity pNthl pro proteiny Bmhl.

6.2.5 Sedimentaéni analyza mutantnich forem pNth1

Schopnost nékterych vybranych mutantnich forem pNthl vazat proteiny Bmhl byla
ovefena pomoci analytické ultracentrifugace (viz obrazek 6.30). Bylo potvrzeno, Ze testované
mutantni formy pNthl DI114L, K117L, 1121L a DI125L nevykazuji zadné odlisné chovani
Vv piipadé tvorby komplext s proteinem Bmhl v porovnani s pNthl WT. Molarni pomér
proteinti byl vzdy 1:2 (pNth1:Bmhl).
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Obrazek 6.30: Graf zobrazujici vysledky sedimentacni analyzy komplexii proteinii Bmhl
S fosforylovanou pNthl WT a jejimi mutantnimi formami. Moldrni pomér pNthl
Kk proteiniim Bmhl byl 1:2. Sedimentacni analyza neodhalila ZzZadné vyznamné rozdily
ve vazebnych afinitdch mutantnich pNthl k proteiniim Bmh1 v porovnani s pNthl WT. Vysledek
ziskany z komplexu s pNthl WT je zobrazen modre, z komplexu s pNthl KI117L fialoveé,
z komplexu s pNthl 1121L zelené, z komplexu s pNthl D114L oranzové a z komplexu s pNthl
DI125L hneéde.
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6.2.6 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) je standardni technikou pro studium struktury proteind
v roztoku. CD spektra méfend ve vzdalené i v blizké UV oblasti byla pouzita k ovéteni vlivu
jednobodovych mutaci Nthl na sekundarni i terciarni strukturu té€chto proteinii. Pomoci CD
spektroskopie byl také zkouman vliv kationtt Ca®" a proteini Bmh1 na strukturu Nth1. U vech
méfeni smesi proteinti Bmhl s proteiny Nthl nebo komplexti Bmh1:pNth1l byl molarni pomér
proteini 2:1 (Bmhl1:Nthl). Uvadéné vysledné grafy obsahuji primérné rezidualni elipticity
(MRE) vynesené jako funkce vinové délky (A).

Pii porovnani CD spektra méfeného ve vzdalené UV oblasti na proteinovém komplexu
pNth1:Bmhl a CD spektra méfeného za stejnych podminek na smési proteinu Bmhl
s nefosforylovanym proteinem Nthl nebyly pozorovany zadné vyznamné zmény zastoupeni
jednotlivych sekundarnich struktur (viz obrazek 6.31, vpravo). Tuto skute¢nost je mozné ovéFit
seCtenim spekter samotné pNth1 a samotného proteinu Bmh1, které poskytuje prakticky stejny
vysledek, jaky byl namétfen na komplexu téchto dvou proteinti. V levé ¢asti obrazku 6.31 jsou
pro porovndni zobrazena samostatna CD spektra proteini Bmhl, nefosforylované Nthl a

fosforylované pNthl.
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Obrazek 6.31: Grafy CD spekter proteinii Bmhl, Nthl, pNthl, jejich smési a komplexu
mérenych ve vzdalené UV oblasti. Levy graf obsahuje spektrum nefosforylované Nthl
zndzornéné cerné a spektrum jeji fosforylované formy pNthl, které je zndzornéno cCervené.
Spektrum proteinu Bmhl ma modrou barvu. Graf vpravo obsahuje porovnani CD spektra smési
nefosforylované Nth/ s proteinem Bmhl (zndzornéno teckovanou cdarou) se spektrem
proteinového komplexu pNthl:Bmhl (zndzornéno plnou cdrou). Molarni pomér proteinii
Nth1:Bmh1l ve smesi i v komplexu byl 1:2. Stiedni zbytkové elipticity (MRE) jsou vyneseny jako
funkce vinové délky (4) a vyjddieny v deg cm® dmol ™ res™ (Macakova et al. 2013).
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Vyhodnoceni orienta¢niho zastoupeni sekundarnich struktur bylo provedeno pomoci
programu dostupného z internetové stranky Dichroweb (Whitmore a Wallace 2004) a odhalilo,
ze nefosforylovana Nth1 obsahuje: ~ 26 % a-helikalnich struktur, ~ 24 % B-struktury a ~ 50 %
neusporadanych oblasti. U fosforylované formy pNthl byl vysledek nasledujici: ~ 31 %
a-helikélnich struktur, ~17 % p-struktury a ~52 % neuspoiadanych oblasti. Protein Bmhl
obsahoval: ~ 84 % a-helikalnich struktur a ~ 16 % neuspotfadanych oblasti. VSechny tyto
hodnoty se dobte shoduji s teoreticky odvozenymi strukturami jednotlivych testovanych
proteint.

Po nemoznosti odhalit zmény struktury pNthl vyvolané tvorbou komplexu s proteinem
Bmhl pomoci méfeni CD ve vzdalené UV oblasti, byla provedena méfeni CD v blizké UV
oblasti. Tato spektra odhalila zasadni zmény v terciami struktufe vyvolané tvorbou komplexu
proteintt pNth1:Bmhl. Nejvétsi zmény byly pozorovany v oblasti od 260 nm do 310 nm
pii porovnani souctu spekter samotnych proteinit Bmhl a pNthl se spektrem jejich

proteinového komplexu (viz obrazek 6.32).
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Obréazek 6.32: Graf CD spekter proteinovych komplexii a souctii spekter samotnych proteinii
pNthl WT, pNthl DI114L a Nthl DI25L s proteiny Bmhl s mérenych v blizké UV oblasti.
Spektra komplexit jsou vyznacena plnymi c¢arami — komplex pNthl WT:Bmhl (modre), pNthl
D114L:Bmhl (Cervené) a pNthl D125L:Bmhl (zelené). Spektra tvorend souctem samostatnych
spekter jednotlivych proteimii jsou zobrazena pomoci teckovanych car barevné odpovidajicim
prislusnym komplexum totozZnych proteinu. Stredni zbytkové elipticity (MRE) jsou vyneseny

Jjako funkce vinové délky (1) a vyjddieny v deg cm® dmol™ res™ (Kopecka et al. 2014).
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Protoze méfeni enzymové aktivity odhalilo, Ze mutantni formy pNthl D114L a D125L
nemohou byt aktivovany v pfitomnosti proteint Bmhl (viz kapitola 6.2.2, str. 94) a také
protoZe nebyla odhalena jejich nizsi afinita pro proteiny Bmhl (viz kapitola 6.2.5, str. 95), byl
méfenim CD v blizké UV oblasti ovéfen vliv téchto jednobodovych mutaci na terciarni
strukturu protein Nthl v zavislosti na tvorbé& proteinového komplexu pNthl:Bmhl (viz
obrazek 6.32, str. 100). Ukazalo se, ze ob&é mutantni formy vykazuji podobny tvar spekter, jaka
byla naméfena v ptipadé komplexu pNthl WT s proteinem Bmhl. Z téchto poznatkd vyplyva,
drobnymi rozdily ve struktufe Ca-vazebné domény obsahujici tzv. EF-hand motiv spiSe, nez
konformaéni zménou vyvolanou vazbou proteinu Bmhl. Je velice pravdépodobné, ze tyto malé

zmény v rdmci Ca-vazebné domény neni mozné pozorovat pomoci metod CD spektroskopie.
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Obrazek 6.33: Grafy CD spekter proteinii Nthl WT a jejich mutantnich forem mérenych
ve vzdalené UV oblasti. Levy graf obsahuje porovnani CD spekter mutantnich forem Nthl se
spektrem Nthl WT. Spektrum mutantni formy Nthl DI114L je zndzornéno Cervené, spektrum
Nthl K117L svétle modre, spektrum Nthl 11211 tmavé modre, spektrum Nthl DI125L zelené a
spektrum Nthl DI173L fialove. Spektrum Nthl WT md barvu cernou. Pravy graf obsahuje
porovnani spekter Nth1 WT v piitomnosti kationtii Ca®* (Cervené) a v jejich nepFitomnosti
(Cerné). Vsechny porovndavané proteiny z obou grafii maji priblizné stejné zastoupeni
Jjednotlivych sekunddarnich struktur. Stiedni zbytkové elipticity (MRE) jsou vyneseny jako funkce

vinové délky ()) a vyjadieny v deg cm® dmol ™ res™.

Pro ovéteni vlivu jednobodovych mutaci na sekundarni strukturu Nth1 bylo pouzito méfeni
CD spekter ve vzdalené UV oblasti (viz obrazek 6.33, vlevo). Tato méfeni neprokazala zadné
vyznamné zmény sekundarni struktury mutantnich forem Nth1 D114L, K117L, 1121L, D125L
a D173L v porovnani s vysledky méfeni piivodni formy Nth1 WT. Stejny typ méfeni byl pouzit

pro ovéfeni vlivu kationtii Ca** na sekundarni strukturu Nth1 WT (viz obrazek 6.33, vpravo).
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Pfi orientaénim vyhodnoceni pomérného zastoupeni jednotlivych sekundarnich struktur bylo
zjisténo, 7e Nthl WT (i v piitomnosti kationti Ca®*) a viechny jeho mutantni formy obsahuji
~30% a-helikédlnich struktur, ~20% pB-struktur a ~50% neuspoiadanych oblasti.
Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu dostupného z internetové stranky Dichroweb
(Whitmore a Wallace 2004).

6.2.7 Diferenéni skenovaci fluorimetrie (DSF)

Pro ovéfeni vlivu jednobodovych mutaci na stabilitu struktury Nthl byla métfena teplotné
indukované denaturace téchto proteini pomoci diferenéni skenovaci fluorimetrie (DSF).
Vysledné teploty tani (T,) odpovidajici inflexnim bodim denatura¢nich kiivek jednotlivych
mutantnich forem Nthl a jeho pivodni formy Nth1 WT byly vytvoieny jako primérné hodnoty
tif méfeni a jsou uvedeny v tabulce 6.1. Teplota tani proteinu Nthl WT byla 53,6 £ 0,3 °C.
S vyjimkou mutantni formy Nth1 T121L, jejiz teplota tani byla ptiblizné 50,4 + 0,3 °C, DSF
neodhalila zadné vyrazné zmény v teplotni stabilité mutantnich forem Nth1 ve srovnani s Nthl
WT. Tato nizsi teplota tdni mutantni formy Nthl I121L byla patrné zplsobena jinym
konformac¢nim stavem EF-hand domény Nthl zptsobenym zménou isoleucinu na leucin. 1121
je pravdépodobné aminokyselinovym zbytkem vyznamnym pro spravnou konformaci EF-hand
motivu (Rashidi et al. 1999).

Tabulka 6.1: Porovnani teplot tani (T,,) proteinu Nth1 WT a jeho mutantnich forem ziskanych
pri sledovani teplotné zavislé denaturace meérené pomoci diferencni skenovaci fluorimetrie

(DSF) (Kopecka et al. 2014).

Forma Nth1 T (°C)

WT 53,6 £0,3
D103L 52,3+0,2
D114L 52,7+0,2
D114E 53,4+0,2
D116L 53,1+0,1
K117L 53,6 +0,1
N118L 52,8+0,5
1121L 50,4 +0,3
D125L 52,6 +0,2
D125E 53,3+0,1
D173L 525+0,1
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6.2.8 Pozorovani zmén struktury pNth1 pomoci H/D vymény spojené
s MS

Experimenty H/D vymény spojené s MS jsou zalozeny na pozorovani kinetiky deuterace
amidickych vodikt peptidové vazby. Tato metoda umoznuje zmapovani proteinové dynamiky a
konformacnich zmén v zavislosti na pfistupnosti dané oblasti pro deuterované rozpoustédlo a
na piitomnosti vodikovych vazeb v této oblasti (Engen 2009; lacob a Engen 2012).
Pro identifikaci oblasti proteini pNthl a Bmhl (viz nasledujici kapitola 6.2.9, str. 108)
ucastnicich se protein-proteinové interakce a/nebo podléhajici konformaénim zménam
zptisobenych vznikem komplexu pNthl:Bmhl a/nebo vlivem kationtd Ca** bylo vyuzito
meéteni H/D vymény spojené s MS. Kinetika H/D vymény byla sledovana na 255 peptidech
z pNthl, které pokryly celkem 92 % sekvence pNthl (viz piiloha 1) (Kavan a Man 2011).
Pribéh kinetiky H/D vymény podél celé sekvence pNthl je zobrazen na obrazku 6.34.

pp PP C2
katalyticka doména c
""" T ¥EE T o T 1 ECEY SR A Bl 1
60 |= s 10 min deuterace | =]
I ind —+— pNth1
_ J = -— pNth1 + Ca
50 [--=—1 i — pNth1 + Bmh1 s 1
. | | & - — pNth1 + Bmh1 + Ca | —
g 40} . - fudd
g L ||| n = P
3 30} = o _ - -
o '. | = | =
SEN . = ™ = =
20 i . L —-| f = \ =
. N l— |' E I
10 - i -
L - | - L]
0 b Preruae Lawiiii Fuidiiiny Vivixuiiid lﬂ' ....... Rovvi By

0 100 200 300 400 500 600 700

¢islo aminokyselinového zbytku

Obrazek 6.34: Mira deuterace namérena na peptidech Nthl dosazené po deseti minutach
deuterace. Protein pNthl byl nejdiive méien samotny, poté v piitomnosti kationtii Ca®* alnebo
V pFitomnosti proteinit Bmhl. Moldarni pomér proteiniit pNth1:Bmhlbyl 1:2. V horni casti grafu

Jjsou zndzornéna PKA fosforylacni mista, Ca-vazebna doména a katalyticka doména Nth1.

Profil H/D vymény ukazuje procenta deuterace v ¢ase 10 min od zacatku vymény a to
pro vybrané nepiekryvajici se peptidy pokryvajici celou sekvenci proteinu pNthl. Oblasti
ze samotné pNthl vykazujici relativné rychlou kinetiku deuterace (rozsah deuterace je vEtsi nez
30 %, ¢erné kiivky) zahrnuji N-koncovou ¢ast pNth1 obsahujici PKA fosforylacni mista (oblast
2-110), usek obsahujici Ca-vazebnou doménu (oblast 111-151) a nékolik oblasti z katalytické
domény (oblasti 156262, 276-303, 412-465, 607—636, 665712 a 738-751). Vysoka rychlost
izotopové vymény v téchto oblastech patrné vyplyva z jejich flexibility a/nebo dobré
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pristupnosti pro rozpoustédlo. Profil kinetiky H/D vymény naméfeny na pNthl v pfitomnosti
kationti Ca?* je zobrazen &ervenou kiivkou, v pfitomnosti proteinu Bmh1 kiivkou modrou a
za pfitomnosti proteinu Bmh! i kationti Ca?* je znazornén zelené.

Pro vizualizaci strukturnich zmén ziskanych z vysledki H/D vymény spojené s MS
naméfené na proteinu pNthl byl vytvoren homologni model katalytické domény tohoto
proteinu (sekvence 295—721, viz obrdzek 6.35), k ¢emuZ poslouzila jako piedloha krystalova
struktura trehalasy Tre37A pochézejici z E. coli (Gibson et al. 2007). Sekvenéni podobnost
téchto dvou domén byla 42 % a jejich sekvencni shoda dosahovala 27 %. Zminény strukturni
model se sklada z (a/a)6 barelu shodného se strukturami, jaké byly nalezeny u jinych
glykosidas a jehoz aktivni centrum je skryté uvniti struktury katalytické domény Nthl.
Spravnost naseho homologniho modelu byla experimentalné ovéfena pomoci chemického

zesiténi spojeného s MS (viz kapitola 6.2.10, str. 111).

Obrazek 6.35: Homologni model katalytické domény Nthl (sekvence 295—721, leva cast
obrazku). Oblasti, které vykazovaly rychlejsi kinetiku H/D vymeny obklopuji aktivni centrum
enzymu a jsou znazornené cervené. Oblasti vykazujici pomalejsi kinetiku H/D vymény jsou
zobrazeny Zlutée. Aktivni centrum enzymu obsahuje inhibitor validoxylamin (VDM) zobrazeny
pomoci kulickového modelu. Prava ¢ast obrdazku obsahuje detailni pohled do aktivniho centra
Nth1 obsahujiciho VDM. Aminokyselinové zbytky Asp478 a Glu674 jsou ekvivalentni k Asp312
a Glu496 z trehalasy Tre37A pochézejici z E. coli. Tyto dva aminokyselinové zbytky jsou
V mechanismu hydrolyzy oznacovany jako katalyticka kyselina (Asp312) a béze (Glu496)
(Gibson et al. 2007; Macakova et al. 2013).

Oblasti pNth1 vykazujici vyssi rychlost deuterace obklopuji aktivni centrum enzymu, jsou
vice pfistupné rozpoustédlu a jsou na modelu pNth1 zndzornény Cervené (viz obrazek 6.36, str.
106). Na druhou stranu useky, které vykazuji pomalejsi kinetiku H/D vymeény (rozsah
deuterace je nizsi nez 20 %) a zahrnuji oblasti 307350, 384411, 493-505, 532-581 a 648—
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660, jsou zvyraznéné Zlutou barvou (viz obrazek 6.35, str. 104). Tyto Zluté oblasti dobie
odpovidaji tvarim sekundarni struktury (viz horni ¢ast obrazku 6.34, str. 103) a/nebo jsou
skryty  uvnitt  struktury  katalytické domény Nthl a jsou méné dostupné
pro deuterované rozpoustédlo. Diky témto vysledkim mizeme na§ model zaloZeny
na homologni podobnosti s Tre37A povazovat za smysluplny model katalytické domény Nth1.

Vysledky méfeni H/D vymény spojené s MS na pNthl samotné nebo v ptitomnosti
kationtli Ca®* a/nebo proteinit Bmhl jsou spolu s homolognim modelem katalytické domény
Nthl (sekvence 295—721) znazornény na obrazku 6.36 (viz str. 106). Bylo prokazano, ze vazba
proteinu Bmh1 zpusobuje podstatné snizeni Kinetiky deuterace v nékolika oblastech Nthl
(porovnani ¢ernych a modrych kiivek). Nejvetsi pokles v kinetice H/D vymény byl pozorovan
na peptidech z oblasti 98-193, kde se hladina deuterace (v ¢ase 10 min) skokem snizila
Z pocateénich 55-60 % v nepfitomnosti proteinu Bmh1 na kone¢nych 20-35 % namétenych
Vv pfitomnosti proteinu Bmh1 (viz obrazky 6.34 a 6.36, str. 103 a 106). Oblasti, ve kterych je
deuterace mirn¢ ale prokazatelné snizena v zavislosti na vazb¢ proteinu Bmh1, zahrnuji peptidy
z N-koncové ¢asti Nth1, kde se nachazi vazebny motiv pro protein Bmhl (33-97) a katalyticka
doména Nthl (263-275, 307-313, 431445, 466489, 607636 a 665—737). Pokles ve vyméné
vodikii za deuteria muze byt zplisoben niz§i dostupnosti pro rozpoustédlo a/nebo zménou
polohy vodikovych vazeb v zavislosti na vzniku komplexu pNth1:Bmhl. Tyto vysledky patrné
odrazeji skutecnost, Ze zminéné oblasti (nebo jejich ¢asti) tvoii vazebné rozhrani mezi pNthl a
proteinem Bmh1 nebo podléhaji strukturni zméné€ vyvolané vazbou proteinu Bmhl.

Nas§ strukturni model katalytické domény Nthl bohuzel neobsahuje nestrukturni
N-koncovou ¢€ast ani Ca-vazebnou doménu Nthl, protoze Tre37A, ktera byla vyuzita jako
ptedloha pro tento model neobsahuje zadné homologni struktury k t€émto oblastem (Gibson et
al. 2007). Proto mohly byt k naSemu modelu pfifazeny jen peptidy pochazejici z katalytické
domény Nthl (466-489, 607636, 665698 a 713-737). Jak je vidét na obrazku 6.36 (viz str.
106), strukturni model Nthl ukazuje, Ze aktivni centrum Nthl je skryté uvnitf struktury
katalytické domény Nth1. Proto byla divodnd domnénka, Ze aktivace enzymu Nthl vyZaduje
konformacni zménu, kterd zpisobi odhaleni struktury katalytické domény a umoznéni pristupu
substratu do aktivniho centra enzymu a naopak vystupu vzniklého produktu. Je pravdépodobné,
Ze pozorovany pokles v kinetice deuterace u oblasti obklopujicich aktivni centrum enzymu
Nth1 odrazi pravé takovouto strukturni zménu indukovanou vazbou proteinu Bmhl. Navic se
ukazalo, Ze vazba proteinu Bmhl také ovlivituje kinetiku deuterace usekl, které nejen Ze
pochézeji z oblasti obklopujici aktivni centrum, ale také obsahuji aminokyselinové zbytky

kli¢ové pro katalyzu (viz obrazek 6.35, str. 104).
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Obrézek 6.36: Vysledky H/D vymény spojené s MS mérené na pNthl. Grafy zobrazuji oblasti
pNthl, ve kterych dochdzelo k nejvétsim zménam v kinetice H/D vymény v zavislosti
na pritomnosti proteinu Bmhl a/nebo kationtii Ca®*. Peptidy pochazejici z katalytické domény
PpNthl jsou zvyraznény na homolognim strukturnim modelu této domény (sekvence 295—-721;
zobrazeno zluté, cervene, zelené a modre). H/D vyména je vyjadiena v procentech vici
maximalni teoretické hladiné deuterace a je v pripadé pNthl samotné zndzornéna cerné,
za piitomnosti kationtii Ca** cervené, Bmhl modre a v pritomnosti proteinii Bmhl a kationtii

Ca?* zelené (Kopecka et al. 2014).
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Porovnani sekvenci vyuzitych pii vyrobé homologniho modelu katalytické domény Nthl
(viz obrazek 4.36, str. 106) odhalilo, Ze peptid 466489 (zvyraznény zluté) a peptid 665-698
(zvyraznény zelené) obsahuji aminokyselinové zbytky D478 a E674, které jsou ekvivalentni
k D312 a E496 z trehalasy Tre37A pochézejici z E. coli (viz obrazek 6.35, str. 104). Pravé tyto
dva aminokyselinové zbytky jsou oznaCovany jako katalytickd kyselina (D312) a baze (E496)
(Gibson et al. 2007). Zda se tedy, ze vazba proteinu Bmh1 ovliviiuje také strukturni vlastnosti
aminokyselinovych zbytkd, které tvoii aktivni centrum enzymu Nthl. Minoritni pokles
v hladiné deuterace (pfiblizn€¢ 4 % v dob¢ 1 min) zplsobeny vazbou proteinu Bmhl byl také
pozorovan v N-koncové ¢asti pNthl (33-97), ktera obsahuje obé fosforylaéni mista S60 a S83,
kterd jsou zésadni pro vazbu proteinu Bmhl na pNthl. Tyto zmény jsou pravdépodobné
zpusobeny vazbou pNthl do ligand-vazebného Zzlabku proteinu Bmhl (Veisova et al. 2012).
Skutecnost, Ze v nepfitomnosti proteinu Bmhl je hladina deuterace této Casti pNthl vysoka
(~50-60 %) je v dobré shod¢ s predikci sekundarni struktury, ve které se tato ¢ast Nthl jevi
jako flexibilni a vysoce nestrukturni oblast (viz obrazek 6.34, str. 103). To je také divodem,
pro¢ nejsou zmény v hladin€ deuterace vyvolané vazbou proteinu Bmhl tak viditelné.
Flexibilni N-koncova ¢ast parné podléha tak rychlé H/D vyméné, ze informace o ni jsou béhem
analyzy téméf nebo Uplné ztraceny.

Na zékladé¢ studii prokazujicich skute¢nost, Ze mnoho Ca-vazebnych proteinti obsahujicich
EF-hand motiv méni svoji konformaci po navazani kationti Ca®* (Lewit-Bentley a Réty 2000),
byly navrzeny experimenty méfeni kinetiky H/D na pNthl v pfitomnosti a nepfitomnosti
kationti Ca”". P¥i porovnani vysledkti méfeni za zminénych podminek jsou vidét nejvétsi
rozdily v kinetice deuterace na péti peptidech pochazejicich z oblasti EF-hand motivu pNth1.
Peptidy 102—-110, 110-124 a 156—172 vykazovaly prokazatelné pomalej$i deuteraci
V pritomnosti kationtti Ca®* (viz porovnani Gernych a &ervenych kiivek na obrazku 6.36, (viz
str. 106). Peptid 110-124 obsahujici EF-hand motiv vykazoval pomalejsi izotopovou vyménu
pouze pii kratkych inkubacnich ¢asech. Vétsi pokles v rychlosti deuterace byl pozorovan
pro vSechny peptidy pochazejici z oblasti mezi aminokyselinovymi zbytky 102 a 185, v ptipadé
jejich méfeni v pritomnosti proteini Bmhl a proteind Bmhl a kationtd Ca®* soucasnd
(porovnani modrych a zelenych kiivek).

Pozorované zmeény v kinetice H/D vymény mohou byt obrazem konformacnich zmén
pNthl a/nebo snizeni pfistupnosti dané oblasti pro rozpoustédlo. Pouze peptid 110-124
vykazoval vyznamné zmény v Kinetice izotopové vymény pii porovnani dat naméfenych na
komplexu pNth1:Bmh1 v ptitomnosti a nepiitomnosti kationtd Ca**. Tyto vysledky ukazuji, Ze
oblast 102—185 a predevsim peptid 110—124, ktery obsahuje EF-hand motiv, zaujima tfi rizné

strukturni stavy v zavislosti na ptitomnosti kationtti Ca**, proteinu Bmh1 a obou dohromady.
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Kinetika H/D vymény naméfena na Ctyfech peptidech z blizkosti aktivniho centra pNthl,
jejichz deuterace byla prokazatelné sniZzena zavislosti na vazbé proteinu Bmhl, ukézala, Ze
pouze peptid 665-698 vykazuje pokles v kinetice deuterace v pritomnosti kationtii Ca®* (patrné
pfi porovnani ¢ernych a ¢ervenych kiivek, viz obrazek 6.36, str. 106). Pfitomnost kationtt Ca®*
vSak neméd zadny vyznamny vliv na kinetiku isotopové vymény téchto Ctyf peptida
za pritomnosti proteinu Bmhl (porovnani modrych a zelenych kiivek). Tyto vysledky
naznaduji, Ze vazba kationtli Ca®* ovliviiuje hlavné strukturu oblasti pNth1 obsahujici EF-hand

motiv, zatimco vliv kationtdi Ca*" na strukturu katalytické domény je mén& vyznamny.

6.2.9 Pozorovani zmén struktury proteinii Bmh1 pomoci H/D vymény
spojené s MS

Meéteni H/D vymény spojené s MS bylo vyuzito také pro studium vazebného povrchu
proteinu Bmh1. Kinetika H/D vymény byla sledovana na 61 peptidech pokryvajicich 99 %
sekvence tohoto proteinu (viz piiloha 1) (Kavan a Man 2011). Hladiny deuterace naméfené
po deseti minutach deuterace se nachazi na obrazku 6.37. Profil izotopové vymény samotného
proteinu Bmhl znazornuji cerné kiivky. Profil proteinu Bmhl v pfitomnosti pNthl je
znazornén modre, v pfitomnosti kationti Ca®* ma &ervenou barvu a profil v p¥itomnosti pNth1
a kationti Ca?* méa barvu zelenou. Profil samotného proteinu Bmh1 obsahuje periodicky se
stfidajici oblasti rychlé a pomalé deuteracni kinetiky, které se dobie shoduji se znamymi

strukturami proteint 14-3-3.

H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8 H9

N H H—H H—_H_—H_—3+—¢
LR R R e AR P B R B R RS R BEE R R B
70 10 min deuterace =
+ Bmh1 1
60 | -—Bmh1+ Ca =

I — - —Bmh1 + pNth1 |
50 |- Bmh1 + pNth1 + Ca

T
UL

10 =
|

1

% deuterace

| -

|
|
|
!

[ J) S N SN S P _ NS SN I HINC NN Y DR SR

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Cislo aminokyselinového zbytku

Obréazek 6.37: Hladiny deuterace namérené na peptidech proteinu Bmhl dosazené po deseti
minutdch deuterace. Protein Bmhl byl méfen jak samotny, tak v piitomnosti kationtii Ca**
a/nebo v pritomnosti pNthl. Moldrni pomér proteinii pNth1:Bmhl byl 1:2. V horni édsti grafu

obsahujict hladiny deuterace proteinu Bmhl jsou oznaceny pozice a cisla jednotlivych a-helixii.
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Pro ziskani strukturniho vykladu vysledki H/D vymény spojené s MS naméfené
na proteinu Bmh1 byl vytvofen homologni model dimeru proteinu Bmh1 (viz obrazek 6.38, str.
110). Spravnost tohoto modelu byla navic experimentalné ovéfena pomoci vzdalenosti
ziskanych métenim chemického zesiténi spojeného s MS. Srovnani Ca-Ca vzdélenosti dobie
odpovidalo vzdalenostem v modelu proteinu Bmh1 (viz tabulka 6.2, str. 111 a obrazek 6.39, str.
112) a potvrdilo jeho dimerni charakter. Nejvétsi hladiny deuterace byly naméteny na a-helixu
H6, smyckach mezi a-helixy H2 a H3, H3 a H4, H4 a H5, H8 a H9 a na C-konci. Nejnizsi
hladiny deuterace byly pozorovéany na peptidech pochéazejicich z a-helix H1, H3, H4, H5, H7
a Ho.

Oblasti, ve kerych byl pozorovan vyrazny pokles v kinetice H/D vymény v zavislosti
na vazbé pNthl, zahrnovaly peptidy 39-47 a 48-61 z a-helixu H3, peptid 137-151 z a-helixu
H6, peptid 152-175 z a-helixt H6 a H7, peptid 184-207 z a-helixtt H7 a HS a peptid 222232
z C-konce a-helixu H9. Pomalejsi H/D vyména muze byt vysvétlena snizenou pristupnosti dané
oblasti k rozpoustédlu zplisobenou tvorbou komplexu pNth1:Bmhl, coz mize byt disledkem
toho, Ze tyto oblasti nebo jejich ¢asti jsou soucasti vazebného rozhrani proteinu Bmhl s pNthl.
Je zajimavé, Ze tyto peptidy nepochazeji jen z oblasti ligand-vazebného zlabku tvoteného
a-helixy H3, H5, H7 a H9 (oblast vazby fosforylovaného N-konce pNthl), ale pochazeji také
z povrchu a-helixt H6 a HS, které se nachazeji vné centralniho kanalu dimeru proteinu Bmh1.

Pii pozorovani vlivu kationtd Ca®* na kinetiku H/D vymény méfenou na peptidech
pochazejicich z proteinu Bmh1, byl objeven vyznamny pokles v hladiné deuterace v nékolika
peptidech najednou. Nejvétsi zmény byly pozorovany na peptidech pochazejicich z a-helixt H3
(peptidy 39-47 a 48-61), H8 (peptid 184-207) a H9 (peptid 227-232), jak vyplyva z porovnani
Cernych a Cervenych kiivek (viz obrazek 6.38, str. 110). Pouze dva peptidy (184-207 a 222—
232) pochazejici z a-helixtt H8 a H9 vykazovaly vyznamny pokles v kinetice H/D vymény
v porovnani s peptidy z komplexu pNth1:Bmhl v piitomnosti a nepfitomnosti kationtti Ca®"
(porovnani zelenych a modrych kiivek). Z této skuteCnosti mizeme predpokladat, ze tyto
a-helixy patrné interaguji s EF-hand motivem navazané pNth1 a jsou pravdépodobné ovlivnény

jeho konforma¢nimi zménami.
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Obrazek 6.38: Vysledky H/D vymény spojené s MS mérené na proteinu Bmhl. Grafy zobrazuji
oblasti proteinu Bmhl, ve kterych dochdzelo k nejvétsim zménam v kinetice H/D vymény
V zdvislosti na pritomnosti pNthl a/nebo kationtii Ca®*. Vysledky jsou spojeny s oblastmi
strukturniho modelu dimeru proteinu Bmhl, ze kterych prislusné peptidy pochazeji (Cervené
stinované oblasti). H/D vyména je vyjadrena v procentech viici maximalni teoretické hladine
deuterace a je Vv pripadé proteinu Bmhl samotného zndzornéna cerné, v pritomnosti kationtit
Ca?* cervené, v piitomnosti pNthl modie a v pritomnosti pNthl a kationtii Ca®* zelené. Peptidy
tvorici ligand-vazebny zlabek jsou oznaceny hvézdickou (Kopecka et al. 2014).
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6.2.10 Chemické zesiténi spojené s hmotnostni spektrometrii

Metoda chemického zesiténi spojen¢ho s MS byla realizovana jak na samotnych proteinech
Bmhl a pNthl, tak na komplexu pNthl1:Bmhl. Pro zjisténi vzdalenosti v rdmci téchto dvou
proteinti a jejich komplexu byla pouzita dvé homobifunkéni sitovaci Cinidla DSS a DSG.
Ca—Coa vzdalenosti mezi spojenymi lysinovymi zbytky by mély na zakladé velikosti molekul
sitovacich ¢inidel odpovidat 7,7 A v ptipadé DSG a 11,4 A v ptipadé DSS. Je viak nutné
zohlednit flexibilitu postrannich fetézci lysinovych zbytkii a maximalni vzdalenosti podle toho
upravit. Obecné se pouZivaji nasledujici maximalni vzdalenosti: 20 A pro a-uhliky lysinovych
zbytki spojenych pomoci DSG a 24 A pro a-uhliky lysinovych zbytki spojenych pomoci DSS
(Young et al. 2000; Rozbesky et al. 2012).

Vzdélenosti ziskané chemickym zesiténim proteinu Bmh1 pomoci sitovacich ¢inidel DSS a
DSG a jejich srovnani se vzdalenostmi odvozenymi z homologniho modelu proteinu Bmh1l
jsou uvedeny v tabulce 6.2. Vysledky chemického zesiténi proteinu Bmh1 byly v dobré shodé
se vzdalenostmi odvozenymi z homologniho modelu a potvrdily tak jeho spravnost (viz
obréazek 6.39, str. 112).

Tabulka 6.2: Vzddlenosti ziskané chemickym zesiténim proteinu  Bmhl pomoci
homobifunkcnich sitovacich cinidel DSS a DSG a jejich srovnani se vzdalenostmi odvozenymi

z homologniho modelu proteinu Bmh1 (Macakova et al. 2013).

Ca—Ca
/o , S L Co—Ca vzdalenost vzdalenosti
Sitovaci Spojené aminokyselinové . ey A
Sinidlo Zbytky * v homolognim zjisténe
modelu chemickym
zesiténim
A A
DSG/DSGD4 K13-K76, inter 17,7/18,3 <20
DSS/DSSD4 K13-K76, inter 17,7/18,3 <24
DSG/DSGD4 K13-K70, inter 14,0/14,5 <20
DSS/DSSD4 K13-K70, inter 14,0/14,5 <24
DSG/DSGD4 K70-K74, intra 5,8 <20
DSS/DSSD4 K70-K74, intra 58 <24
DSG/DSGD4 K70—/-K74/-K76, intra 5,8/6,0/9,0 <20
DSS/DSSD4 K70—/-K74/-K76, intra 5,8/6,0/9,0 <24
DSG/DSGD4 K13-K74, inter 15,5/16,0 <20
DSS/DSSD4 K13-K74, inter 15,5/16,0 <24
DSG/DSGD4 K74-K76, intra 6,0 <20

" Intra znaci chemické zesiténi mezi lysinovymi zbytky z totozného peptidu, inter znamend
spojeni mezi lysinovymi zbytky ze dvou riiznych peptidii.
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Obréazek 6.39: Stuzkova reprezentace strukturniho modelu katalytické domény Nthl (sekvence
295-721, vlevo). Cerné spojnice oznacuji vzdalenosti ovéiené pomoci homobifunkcnich
sitovacich cinidel vytvarejici spojeni dvou lysinovych zbytkii. Aktivni centrum enzymu Nthl
nachazejici se ve stredu katalytické domény obsahuje inhibitor trehalasy validoxylamin
(zndzornény sférovym modelem). Model byl vytvoren na zdkladé homologie s krystalovou
strukturou trehalasy Tre37A z E. coli (PDB kod 2JF4, sekvence 145—533) (Gibson et al. 2007).
Na pravém obrazku jsou zobrazeny spojené lysinové zbytky v rdamci stuzkové reprezentace

homologniho modelu monomeru proteinu Bmhl (sekvence 4—236).

Pro snadn&jsi odliseni zmén zpisobenych vazbou kationti Ca®* byla jak Nth1 samotna, tak
komplex pNthl:Bmhl zesitény pomoci nedeuterovanych sitovacich ¢inidel (DSS a DSG)
V pritomnosti kationtii Ca®* a &tyfikrat deuterovanymi sitovacimi &inidly (DSSD4 a DSGD4)
Vv nepfitomnosti téchto kationti. Experimenty provedené se samotnou Nthl odhalily tiicet tii
intramolekularnich spojeni (viz tabulka 6.3, str. 113). Sedmnact z téchto spojeni je mozné
porovnat s Ca—Ca vzdalenostmi odvozenymi z homologniho modelu katalytické domény Nth1.
Skute¢nost, ze nebylo nalezeno zadné spojeni mezi N-koncovou oblasti pNthl (sekvence
1-250) a katalytickou doménou pNthl (sekvence 300-720) naznacuje, ze v nepiitomnosti
proteini Bmhl nejsou tyto dvé domény ve vzajemném kontaktu. Kvantifikace ziskanych
spojeni ukazuje (viz dva posledni sloupce tabulky 6.3, str. 113), ze pomér mezi
nedeuterovanymi a deuterovanymi sitovacimi ¢inidly je blizky poméru 1:1 a to pro vSechny
ptipady s vyjimkou dvou. Tyto dvé vyjimky se vyskytly u peptida z oblasti obsahujici EF-hand
motiv, jejichz K132 a K142 byly propojeny pouze v piitomnosti kationtti Ca**. V piipadé DSG
bylo zastoupeni téchto spojeni 78 % a v ptipadé DSS 90 %. Z tohoto zjisténi vyplyva, Ze

112



v pFitomnosti kationtt Ca?* tyto dva lysinové zbytky jsou dostateén& blizko na to, aby vzniklo
jejich spojeni pomoci ¢inidel DSG nebo DSS. V nepfitomnosti kationtii Ca®* tato oblast patrn&

zaujima jiny typ konformace, pii kterém neni spojeni pomoci sit'ovacich ¢inidel mozné.

Tabulka 6.3: Vysledky chemického zesiténi pNthl pomoci DSS a DSG V pritomnosti a

nepritomnosti kationtii Ca®* (Kopecka et al. 2014).

Spo_jené Cq—Ca vz(égleggsti DSS Gp}\ggé G)D4
Sifqvaci amino- vzdalenost Zjistene (G) (G)
¢inidlo kyselinové v homolog. chemickym 2 2+
zbytky modelu o +Ca —Ca
zesiténim
A A % %

DSG/DSGD4 K49-K584 - <20 49,8 50,2
DSG/DSGD4 K49-K69 - <20 55,7 44,3
DSS/DSSD4 K52-K104 - <24 42,2 57,8
DSS/DSSD4 K52-K584 - <24 48,4 51,6
DSG/DSGD4 K70-K75 - <20 45,1 54,9
DSS/DSSD4 K70-K75 - <24 53,4 46,6
DSG/DSGD4  K132-K142 - <20 77,6 22,4
DSS/DSSD4  K132-K142 - <24 89,8 10,2
DSG/DSGD4  K211-K214 - <20 51,0 49,0
DSS/DSSD4  K211-K214 - <24 45,4 54,6
DSG/DSGD4  K257-K258 - <20 47,0 53,0
DSS/DSSD4  K257-K258 - <24 50,3 49,7
DSG/DSGD4  K258-K343 - <20 47,8 52,2
DSS/DSSD4  K258-K343 - <24 55,6 44,4
DSG/DSGD4  K258-K393 - <20 51,0 49,0
DSS/DSSD4  K258-K393 - <24 51,3 48,7
DSG/DSGD4  K370-K371 3,9 <20 49,7 50,3
DSS/DSSD4  K370-K371 3,9 <24 45,4 54,6
DSG/DSGD4  K371-K718 17,7 <20 50,1 49,9
DSS/DSSD4  K371-K718 17,7 <24 48,9 51,1
DSG/DSGD4  K385-K517 17,5 <20 48,8 51,2
DSS/DSSD4  K385-K517 17,5 <24 45,5 54,5
DSG/DSGD4  K456-K458 6,5 <20 46,4 53,6
DSS/DSSD4  K456—-K458 6,5 <24 51,4 48,6
DSS/DSSD4  K458-K461 7,6 <24 41,3 58,7
DSG/DSGD4  K461-K561 16,4 <20 48,1 51,9
DSS/DSSD4 K461-K561 16,4 <24 48,8 51,2
DSS/DSSD4  K537-K584 16,4 <24 449 55,1
DSG/DSGD4  K561-K563 5,6 <20 52,4 47,6
DSG/DSGD4  K589-K593 6,1 <20 46,2 53,8
DSS/DSSD4  K589-K593 6,1 <24 46,9 53,1
DSG/DSGD4  K593-K597 6,3 <20 46,9 53,1
DSS/DSSD4  K593-K597 6,3 <24 47,7 52,3
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Seznam jednotlivych spojeni v ramci pNthl tvofici komplex pNthl:Bmhl je uveden
v tabulce 6.4. V piipad& ptitomnosti kationtii Ca** bylo odhaleno mnohem vice spojeni v ramci
pNth1 v porovnani se situaci méfenou v nepiitomnosti kationtt Ca®*. Tento vysledek potvrzuje
predpoklad, ze pNth1 tvofici komplex s proteinem Bmhl1 zaujima rtizné konformacni stavy a je

vice citliva na vazbu kationtt Ca®* ve srovnani s volnou pNthi.

Tabulka 6.4: Vysledky chemického zesitéeni pNthl vdzaného na dimer proteinu Bmhl

V piitomnosti a nepFitomnosti kationtii Ca®* pomoci homobifunkcnich sitovacich cinidel DSS a

DSG (Kopecka et al. 2014).

Spo_jené CO,L_COL vzggleﬁgsti DSS Gp;\IDtgé G)D4
Sifqvaci amino- vzdalenost Zji¥téné (G) (G)
¢inidlo kyselinové v homolog. chemickym + Ca? o
zbytky modelu e a
zesitenim
A A % %

DSG/DSGD4  K70-K75 - <20 55,5 44,5
DSS/DSSD4 K70-K75 - <24 49,0 51,0
DSG/DSGD4  K132-K142 - <20 56,8 43,2
DSS/DSSD4  K132-K142 - <24 52,9 47,1
DSG/DSGD4  K211-K214 - <20 65,3 34,7
DSS/DSSD4  K211-K214 - <24 58,8 41,2
DSG/DSGD4  K214-K563 - <20 80,0 20,0
DSS/DSSD4  K214-K563 - <24 60,1 39,9
DSG/DSGD4  K257-K258 - <20 66,7 33,3
DSS/DSSD4  K257-K258 - <24 59,3 40,7
DSG/DSGD4  K258-K393 - <20 68,3 31,7
DSS/DSSD4  K258-K393 - <24 71,2 28,8
DSG/DSGD4  K370-K371 3,9 <20 54,9 45,1
DSS/DSSD4  K370-K371 3,9 <24 47,9 52,1
DSG/DSGD4  K385-K517 17,5 <20 70,2 29,8
DSS/DSSD4  K385-K517 17,5 <24 50,8 49,2
DSG/DSGD4  K393-K396 51 <20 51,1 48,9
DSS/DSSD4  K393-K396 51 <24 49,5 50,5
DSG/DSGD4  K456-K458 6,5 <20 68,8 31,2
DSS/DSSD4  K456—-K458 6,5 <24 63,7 36,3
DSS/DSSD4  K458-K461 7,6 <24 50,2 49,8
DSS/DSSD4  K537-K584 16,4 <24 51,1 48,9
DSG/DSGD4  K589-K593 6,1 <20 71,1 28,9
DSS/DSSD4  K589-K593 6,1 <24 55,1 449

Nejveétsimi rozdily nalezenymi pfi porovnani spojeni nalezenych na pNthl ovlivnéné
vazbou proteinu Bmhl (v porovnani vysledky Nth1l samotné) byly spojeni lysinovych zbytkt:
K211-K14, K214-K63, K257-K258, K258-K393, K385-K517, K456-K458 a K589-K593.
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Piitomnost spojeni mezi K214 a K563, které nebylo pozorovano v pifipadé¢ pNthl samotné,
naznacuje, ze oblast obsahujici K214 a katalytickd doména pNth1l (obsahujici K563) jsou
mnohem vice u sebe v piipadé pNth1 vazané v komplexu s proteinem Bmh1. VSechny zjisténé
Co—Co inter-lysinové vzdalenosti ziskané chemickym zesiténim, dobfe odpovidaji
vzdalenostem v rdmci strukturnich modeld obou studovanych proteint (viz obrazek 6.39, str.
112).

Rozdily mezi konformacemi pNth1 navazané na protein Bmh1 v pfitomnosti kationti Ca**
jsou podporovany ptitomnosti zesiténi mezi molekulami pNthl a proteinem Bmh1 (viz tabulka
6.5). Piestoze v piitomnosti kationtdi Ca®* je p¥itomno predevdim spojeni K214—K563 v ramci
molekuly pNthl (viz tabulka 6.3, str. 113), v nepiitomnosti kationtd Ca** jsou tyto dva
aminokyselinové zbytky pNth1l (K214 a K563) soucasti prevazné¢ mezimolekulovych spojeni
s lysinovymi zbytky proteinu Bmhl (K127 a K76). Podobny efekt byl také pozorovan
v piipadé K393 pochazejiciho z pNthl. Tento lysinovy zbytek v piitomnosti kationti Ca®* je
soudasti intramolekularniho spojeni s K258, zatimco v nepfitomnosti kationtd Ca®* tvoii

prevazn¢ intermolekularni spojeni s K145 z proteinu Bmh1.

Tabulka 6.5: Vysledky chemického zesiteni proteinového komplexu pNthl:Bmhl v pritomnosti
a nepritomnosti kationtii Ca**pomoci homobifunkcnich sitovacich cinidel DSS a DSG

(Kopecka et al. 2014).

Sifovaci _Spojené ’ Vzdalenost Ca-Ca Bmh1:pNthl
Cinidlo aminokyselinové ur¢ena chemickym DSS(G)/DSS(G)D4
zbytky zesiténim +Ca* —Ca%

A % %
DSG/DSGD4 K127°-K214° <20 28,8 71,2
DSS/DSSD4 K127*-K214° <24 40,2 59,8
DSG/DSGD4 K76%-K563° <20 34,7 65,3
DSS/DSSD4 K76°-K563° <24 42,2 57,8
DSG/DSGD4 K145%-K393" <20 31,3 68,7
DSS/DSSD4 K145%-K393" <24 30,7 69,3

& Aminokyseliny z peptidu pochazejiciho z Bmh1
® Aminokyseliny z peptidu pochazejiciho z pNthl

6.2.11 Malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS)

Meéteni malouhlového rozptylu rentgenového zatreni (SAXS) poskytuje informaci
o velikosti a tvaru molekuly proteinu v roztoku. Pravé tato technika byla vyuzita pro vytvoreni
struktury s nizkym rozliSenim jak proteini Bmhl a Nthl samotnych, tak i jejich komplexu.
Experimentalni kiivky ziskané ze SAXS méfenim vSech zminénych vzorki jsou na obrézku

6.40 (viz str. 116). Molekulova hmotnost proteinového komplexu pNth1:Bmhl byla stanovena
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pomoci porovnani intenzity rozptylu v piimém sméru (I1(0)) s intenzitou ziskanou z méfeni
referencniho roztoku obsahujiciho BSA. Vysledna hodnota 147 kDa byla v dobré shodé
S molarnim pomérem, ktery byl 1:2 (pNth1:Bmhl) a také souhlasi s jiz dfive publikovanymi
vysledky (Veisova et al. 2012). Pomoci Guinierovy aproximace bylo odhaleno, Zze samotna
Nthl ma vyrazn& vési gyraéni polomér (Rg=52,0 + 0,4 A) nez protein Bmhl (Ry = 32,6
+0,1 A) a nez proteinovy komplex pNthl:Bmhl (Rg=405 + 0,1 A). Tato skute¢nost
napovida, ze komplex pNth1:Bmhl je patrné vice kompaktni Castici nez Nthl samotna. Tento
ptedpoklad byl dale potvrzen pomoci distribu¢ni funkce vzdalenosti (P(r)), ktera odhalila
maximalni vzdalenosti uvnitt molekuly (Dpax). Maximalni vzdalenost v ramci molekuly
proteinu Bmh1 byla 92 A, v ramci molekuly Nthl byla 183 A a maximaélni vzdalenost uvniti
proteinového komplexu pNth1:Bmh1 dosahla vzdalenosti 127 A viz prava ¢ast obrazku 6.40.
Hodnoty Dpax téZ potvrdily piedpoklad, ze volné molekuly Nthl zaujimaji vice podlouhly
asymetricky tvar ve srovnani s jejich tvarem v komplexu pNth1:Bmh1.
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Obréazek 6.40: Vysledky ziskané SAXS mérenim proteinit Bmhl, Nthl a komplexu pNthl:Bmhl.
Vievo je vynos rozptylové intenzity (I(s)) viici rozptylovému vektoru (s) (s = 4nsin(0)/2, kde 20
je rozptylovy ihel a A je vinova délka). V pravé casti se nachdzi graf distribucnich funkci
vzddlenosti (P(r)) urcujici maximalni vzddlenost v ramci molekuly (Dmay). Pro Nthl je tato
vzdalenost rovna 183 A, pro protein Bmh1 je to 92 A a pro komplex pNth1:Bmh1 je maximalni
vzdalenost rovna 127 A (Kopecka et al. 2014).

Obélka proteinu Bmhl byla vytvofena modelovanim pomoci programu DAMMIN
na zakladé ziskanych SAXS experimentalnich dat. Obalka vykazuje charakteristicky
poharkovity tvar dimeru proteinii 14-3-3 a je v dobré shod¢ s teoretickym modelem dimeru
proteinu Bmh1 (sekvence 4-236, viz obrazek 6.41, str. 117).
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Obrazek 6.41: Superpozice SAXS obalky proteinu Bmhl s homolognim modelem Bmhl
(sekvence 4-236) (Kopecka et al. 2014).

Naopak obalka proteinu Nthl (viz obrazek 6.42) ukazala, ze protein Nthl zaujima
natazenou tyCkovitou konformaci. Tato skuteCnost byla téz potvrzena pomoci chemického
zesiténi spojeného s MS (viz kapitola 6.2.10, str. 111), kdy nebyla nalezena Zadna spojeni mezi
N-koncovou oblasti a katalytickou doménou Nthl (viz tabulka 6.3, str. 113). Protahla uzsi
polovina molekuly Nthl patrn€ obsahuje nestrukturni N-koncovou c¢ast tohoto proteinu
obsahujici fosforyla¢ni mista vazebného motivu pro proteiny 14-3-3. Druhy S$irs$i konec Nthl
pravdépodobné odpovida zbytku molekuly tohoto proteinu (Ca-vazebné doméné obsahujici

EF-hand motiv a katalytické doméng).

180°

&

Obréazek 6.42: SAXS obélka proteinu Nth1. (Kopecka et al. 2014).

Obélka komplexu pNth1:Bmhl mé podle o¢ekavani vice sféricky tvar a ukazuje, ze pNthl
v komplexu s proteinem Bmhl zaujima vyrazné odliSnou konformaci (viz obrazek 6.43, str.
118). Podle tvaru obalky je mozné usuzovat, ze dimer proteinu Bmhl je diky svému tvaru
umistén v $irsi prostiedni ¢asti obalky komplexu.

Pro modelovéni tuhych téles (rigid-body modeling) komplexu pNth1:Bmhl bylo vyuzilo
homologniho modelu Bmh1 a katalytické domény Nthl (sekvence 295-721). Vysledny model
proteinového komplexu pNth1l:Bmhl vykazuje dobrou shodu jak s vysledky molekulové
obalky snizkym rozliSenim, tak s vysledky ziskanymi pomoci sitovacich experimenti

spojenych s MS (viz kapitola 6.2.10, tabulka 6.5, str. 115).
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Ve vloZeném ramecku v ramci obrazku 6.43 je vidét detail vazebného rozhrani mezi Nthl
(sekvence 295-721) a proteinem Bmhl, kde jsou vyznaCena dvé z pozorovanych
intermolekuldrnich ~ spojeni  pomoci  sitovacich  Cinidel (K765™-K563"M  a
K1458™-K393M™) Tteti pozorované spojeni (K127°™— K214M™) se nachazi mimo model

katalytické domény Nthl (sekvence 295-721).

Ca-vazebna doména pNth1l

obsahujici EF-hand motiv
katalyticka doména

N-koncova ¢ast pNth1

Obrézek 6.43: Superpozice SAXS obéalky komplexu pNthl:Bmhl s modelem komplexu
Nth1?*":Bmhl. Molekulovéi obdlka komplexu je zndzornéna Sedé, katalytickd doména Nthil
(sekvence 295—721) je zndzornéna rizové a dimer proteinu Bmhl (sekvence 4—236) je
znazornén tmavé zelenou barvou. Vlozeny ramecek zndzornuje vazebné rozhrani mezi

Nth1®*™' 4 Bmhl, kde se nachdizeji dvé ze tii spojeni pomoci sitovacich Cdinidel

(K765™— K563V g K145°™ - K393""M) (Kopecka et al. 2014).

Pti pohledu na molekulovou obalku komplexu pNthl:Bmhl (viz obrazek 6.43) je jasné
patrné, Ze stfedni Cast této obalky je vyrazné §ir§i nez maximalni Sitka molekulové obalky
dimeru proteinu Bmhl. Navic je na jedné strané vice vypoukla a to pravé v oblasti, ktera
sousedi s a-helixy H5, H6 a H8 z molekuly proteinu Bmh1 a ktera je blizka katalytické doméné
pNthl. Predpokladame, Ze tato vypoukla oblast obsahuje pravé Ca-vazebnou doménu pNthl,
ve které se nachazi EF-hand motiv. Peptidy z a-helixtt H6, H8 a H9 vykazovaly pti méfeni H/D
vymény spojené s MS vyrazny pokles v kinetice izotopové vymény a také vyssi citlivost
pro kationty Ca®* v ptitomnosti pNthl (viz kapitola 6.2.9, obrazek 6.37, str. 108). Pomoci

78mt 2 a-helixu H5

chemického zesiténi spojeného s MS byla ovéfena vzdalenost mezi K12
z proteinu Bmh1 a K214"™" z oblasti Nth1 obsahujici EF-hand motiv (viz kapitola 6.2.10,

tabulka 6.5, str. 115).
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Z dosazenych vysledkt je mozné piedpokladat, Ze oblast obsahujici EF-hand motiv tvori
zvlastni doménu, ktera interaguje jak s vnéjs§im povrchem dimeru proteinu Bmhl (zahrnujici
o-helixy H5, H6, H8 a H9, vné centralniho kanalu), tak s katalytickou doménou pNth1. Uzky
vystupek, ktery se nachdzi pfimo pfed jednim ligand-vazebnym zlabkem proteinu Bmhl, je
pravdépodobné vétsi N-koncova ¢ast pNthl. Zbytek N-koncové oblasti pNthl, ktery obsahuje
oba fosforylované vazebné motivy pro protein Bmhl (pS60 a pS83), je pravdépodobné uvnitf
ligand-vazebného zlabku dimeru proteinu Bmhl. Pravé takovéto umisténi bylo jiz diive
identifikovano ve strukturach komplexi proteina 14-3-3 s jinymi proteiny (Rittinger et al.
1999; Yaffe et al. 1997; Obsil et al. 2001; Ottmann et al. 2007; Yang et al. 2006).

6.2.12 Predpokladany mechanismus aktivace Nth1

pSE0

Zadna aktivita

Nizka aktivita

Vysoka aktivita

Obréazek 6.44: Predpokladany mechanismus aktivace enzymu Nthl. V horni Casti obrdzku se
nachdzi schéma neaktiviniho enzymu Nthl. Aktivni centrum (AC) Nthl je ukryté uvniti struktury
katalytické domény. Vazba kationsi Ca®* na Ca-vazebnou doménu obsahujici EF-hand motiv
zplisobi konformacni zmeénu, kterd ndsledné ovliviiuje strukturu katalytické domény a tak i
pristupnost aktivniho centra enzymu pro substrat, kterym je disacharid trehalosa (T). Timto
zpusobem dochazi k velice slabé aktivaci Nthl (prava cast obrazku). Naproti tomu fosforylace
Nth1 na S60 a S83 pomoci PKA, ktera je nasledovana vazbou proteinu Bmh1l indukuje mnohem
vetsi konformacni zmény jak N-terminalni oblasti Nthl, tak jeji katalytické domény a aktivuje
Nthl s mnohem vétsi ucinnosti (leva cast obrazku). K nejucinnéjsi aktivaci a produkci glukosy
(G) dochazi za soucasné pritomnosti proteinii Bmhl a kationtii Ca®* (spodni cdst obrazku).
Ca-vazebnd doména Nthl mad oranzovou barvu, katalytickd doména Nthl barvu modrou a

protein Bmhl je vybarven rizove.
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Z vysledkt ziskanych pomoci jednobodové mutageneze (viz kapitola 6.2.2, str. 94) a H/D
vymény spojené s MS (viz kapitola 6.2.8, str. 103) vyplyva, ze strukturni integrita EF-hand
motivu m& rozhodujici vliv na aktivaci pNthl a ze strukturni zmény tohoto motivu jsou
soucasti aktiva¢niho procesu. Tato oblast piiléha ke katalytické doméné a je pravdépodobné, ze
konformacni zména Ca-vazebné domény muze ovlivnit strukturu (nebo pfistupnost) aktivniho
centra enzymu pNthl a umoznit tim aktivaci enzymu. Na zakladé téchto zjisténi bylo navrzeno
schéma predpokladaného mechanismu aktivace kvasni¢né neutralni trehalasy Nth1 (viz obrazek

6.44, str. 119)

6.2.13 Diferen¢ni skenovaci fluorimetrie proteinti Nth1 153-751 a
Nth1 100-751

K hledéani optimalniho vychoziho pufru pro krystalizaci proteind Nthl 153—751 a Nthl
100751 byla pouzita metoda diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF). Teplotné indukovana
denaturace proteind Nth1 byla méfena ve 21 pufrech s rozsahem hodnot pH od 4,5 do 9,0 a to
soucasné v piitomnosti a neptitomnosti 200 mM NaCl. Pufry, ve kterych méfené proteiny
vykazovaly nejvyssi hodnoty teplot tani (Ty), by mély zarucit nejlepsi stabilitu a homogenitu
téchto proteinovych vzorkd, kterd je pro uspésnost krystalizace kli¢ova. Vysledné teploty tani
odpovidajici inflexnim bodim denaturacnich kiivek proteinit Nthl 100—751 jsou vyneseny
ve sloupcovych grafech naobrazku 6.45 (viz str. 121). Zvysledkli méfeni vyplyva, ze
ve vétsiné pufri bylo dosazeno vyssi teploty tani v nepfitomnosti 200 mM NaCl. Na zéklad¢
tohoto zjisténi, jsme se rozhodli pro nové purifikace proteinu Nthl 100—751 pouzit pufr
obsahujici 20 mM HEPES (pH = 7,5), 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Pfi nasledujici vyrobé
proteinu Nthl 100—751 v prostiedi tohoto pufru, bylo sice dosazeno dobrého vytézku, ale
protein byl témét kompletné zagregovany a tudiz nepouzitelny. Pro nasledujici purifikace byl
znovu pouzit pufr pivodni akorat se sniZzenou koncentraci Tris-HClI (1 mM Tris-HCI
(pH =7,5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT a 10% glycerol).

V piipadé optimalizace vychoziho pufru pro krystalizaci proteinu Nthl 153-751, bylo
vyuziti DSF pfinosem. Stabilitu proteinu ve stejnych pufrech, jaké byla pouzité pro testovani
Nth1 100-751, otestovala Bc. Aneta Smidové Vv ramci své bakalaiské prace (Smidova 2014).
Na zéakladé jejich méfeni byl protein Nthl 153—751 nové purifikovan v pufru obsahujicim
1 mM octan amonny (pH = 7,3), 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 10% (w/v) glycerol. Po nalezeni
vhodnych krystaliza¢nich podminek pomoci robotu Crystal Gryphon a nasledné optimalizaci
byly ziskany krystaly Nth1 153—751.
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Obrazek 6.45: Porovnani teplot tani (T,) proteinu Nthl 100-751 (o vysledné koncentraci
0,2mg ml™) ziskanych pii sledovani teplotné zavislé denaturace v pufrech riizného slozeni
mérené pomoci diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF). Zelené sloupce zndzornuji hodnoty
vyslednych T, ve 100 mM pufrech obsahujicich 200 mM NaCl a modré sloupce jsou vysledky
ziskané ze stejnych pufrii neobsahujicich 200 mM NaCl. Modrym sloupcem je zndzornen i
puvodni purifikacni pufi- pro Nthl 100—-751, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
5mM DTT a 10% (w/v) glycerol.
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6.2.14 Krystalizace konstruktu Nth1 153-751

Pro hledani vhodnych krystalizaénich podminek proteinu Nth1 153—751 pomoci robotu
Crystal Gryphon byl pouZit tento protein o vysledné koncentraci 7,2 mg ml™. Vychozi pufr
obsahoval: 1 mM octan amonny (pH = 7,3), 150 mM NaCl, 5 mM DTT. Byly pouzity
komerén€ vyrabéné sady srazecich roztoki JCSG Suite I az IV, Morpheus a Midas a testovany
tii rizné poméry rezervoar : protein (1:2, 1:1 a 2:1). Krystalizace probihala v sedicich kapkéch
0 objemu 0,3 ul pii teploté 18 °C. Fotky nejlepsich krystali s morfologii jehlic se nachézeji
na obrazku 6.46.

Obrézek 6.46: Krystaly proteinu Nthl 753—757 (7,2 mg ml™) narostlé v sedicich kapkach
(objem 0,3 ul, pomér rezervoar : protein 1:2, 18 °C) pri hledani vhodnych krystalizacnich
podminek pomoci robotu Crystal Gryphon. SlozZeni srazeciho roztoku: 0,1 M citronan sodny

(pH =5,6), 1 M siran lithny a 0,5 M siran amonny.

Optimalizace velikosti krystali byla provadéna ve visicich kapkach o objemu 6 pul
pfi teploté 18 °C. Vzorek Nthl 153—751 dosahoval koncentrace 7,3 mg ml™ a vychozi pufr
obsahoval navic 10% (w/v) glycerol. Na zakladé¢ vysledku krystalografickych testl
provedenych pomoci robotu Crystal Gryphon byl pouzit srazeci roztok obsahujici: 0,1 M
citronan sodny (pH = 5,6), 1 M siran lithny a 0,6 M siran amonny (testované rozmezi
koncentrace siranu amonného bylo 0,3 M az 0,6 M). Kapka s vyslednymi krystaly proteinu
Nthl 153—751 a ovéfeni slozeni krystalti pomoci 12% SDS-PAGE se nachazi na obrazku 6.47
(viz str. 123).
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Obrézek 6.47: Krystaly proteinu Nthl /53751 (7,3 mg ml") narostlé ve visicich kapkéch
(objem 6 ul, pomer rezervodr : protein 1:2, 18 °C). SlozZeni srazeciho roztoku: 0,1 M citronan
sodny (pH = 5,6), 1M siran lithny a 0,6 M siran amonny. Vpravo je 12% (v/v)
polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE, kterd byla pouzita pro ovéreni pritomnosti proteinu Nthl
153—751 v krystalech zobrazenych v levé casti obrazku. (St) znaci standard molekulovych vah,

drahy 2 a 3 obsahuji vzorky z testovanych krystalii.

6.2.15 Krystalizace konstruktu Nth1 100-751

Pro hledani vhodnych krystalizacnich podminek proteinu Nthl 100—751 pomoci robotu
Crystal Gryphon byl pouzit tento protein o vysledné koncentraci 10,8 mg ml™. Vychozi pufr
obsahoval: 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Byly
pouzity komeréni sady srazecich roztokt Crystal Screen 1 + 2, Index HT a JCSG Suite [ az IV.
Pomér rezervoar : protein byl 1:1. Krystalizace probihala v sedicich kapkach o objemu 0,3 pl
pii teploté 18 °C. Fotky nejlepsich krystalti se nachézeji na obrazku 6.48 (viz str. 124).

Optimalizace kvality krystali byla provadéna ve visicich kapkach o objemu 6 pl pfi teploteé
18 °C. Vzorek Nthl 100-751 dosahoval koncentrace 7,1 mg ml™ a vychozi pufr obsahoval:
1 mM Tris-HCI (pH =7,5), 150 mM NaCl, 5mM DTT a 10% (w/v) glycerol. Na zakladé
vysledku krystalografickych testi provedenych pomoci robotu Crystal Gryphon byly pro
optimalizaci mj. pouzity srazeci roztoky obsahujici bud’ 0,1 M HEPES (pH = 7,5) nebo 0,1 M
Bis-Tris (pH = 6,5, soucasné s 0,1 M NaCl) s riznymi koncentracemi siranu amonného
vrozmezi 0,4 az 1,6 M. Dosavadni optimalizace zatim neposkytla zadné vyrazné zlepSeni.
Fotografie uvedend na obrazku 6.49 (viz str. 124) obsahuje krystaly proteinu Nthl 100-751
ziskané metodou visici kapky za pouziti srazeciho roztoku obsahujiciho 0,1 M citronan sodny
(pH =5,6), 1 M siran lithny a 0,4 M siran amonny. Ové&feni pfitomnosti Nthl 100—751
v krystalech pomoci 12% SDS-PAGE se nachazi na obrazku 6.49 (viz str. 124).
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Obrézek 6.48: Krystaly proteinu Nthl 700-751 (10,8 mg mi™") narostlé v sedicich kapkach
(objem 0,3 ul, pomér rezervoar : protein 1:1, 18 °C) pri hledani vhodnych krystalizacnich
podminek pomoci robotu Crystal Gryphon. Prvni dvé fotografie zleva zobrazuji krystaly
z kapky obsahujici srdzZeci roztok slozeny z 0,1 M HEPES (pH=17,5) a 1,26 M siranu
amonného. Na treti fotografii jsou krystaly zkapky obsahujici srazeci roztok slozeny
z 0,1 M Bis-Tris (pH = 6,5), 0,1 M NaCl a 1,5 M siranu amonného.
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Obrazek 6.49: Krystaly proteinu Nthl 700—-751 (7,1 mg ml™") narostlé ve visicich kapkéch
(objem 6 ul, pomeér rezervodr : protein 1:2, 18 °C). Slozeni srdzZeciho roztoku: 1 M citronan
sodny (pH =5,6), 1 M siran lithny a 0,4 M siran amonny. Pravd cdst obrdazku obsahuje
12% (v/v) polyakrylamidovy gel z SDS-PAGE pouzity pro ovéieni pritomnosti proteinu Nthl
100—751 v krystalech. (St) zmnaci standard molekulovych vah a ve druhé draze je
vzorek testovanych krystalil.
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6.2.16 Krystalizace komplexu pNth1 WT:Bmh1 AC M237Stop

Pro hledani vhodnych krystaliza¢nich podminek komplexu pNthl WT:Bmhl AC
M237Stop pomoci robotu Crystal Gryphon byl pouzit tento komplex o vysledné koncentraci
9,6 mg ml™*. Vychozi pufr obsahoval: 1 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NaCl a5 mM DTT.
Byly pouzity komercné vyrabéné sady srazecich roztokli JCSG Suite I az IV, Morpheus a
Midas a testovany tii rizné poméry rezervoar : protein (1:2, 1:1 a 2:1). Krystalizace probihala
v sedicich kapkach o objemu 0,3 pl pfi teploté 18 °C. Fotky nejlepsich krystali se nachazeji
na obrazku 6.50.

Obrazek 6.50: Krystaly proteinového komplexu pNth1l WT:Bmh1 AC M237Stop (9,6 mg ml ™)
narostlé v sedicich kapkach (objem 0,3 ul, pomér rezervoar : protein 1:2, 18 °C)
pri krystalografickych testech provadénych pomoci robotu Crystal Gryphon. Leva fotografie
zobrazuje krystaly z kapky obsahujici srdzeci roztok slozeny z 0,08 M kakodylatu sodného
(pH=6,5) a 0,16 M octanu vapenatého, 14,4% (w/v) PEG 8000 a 20% (v/v) glycerolu.
Na pravé fotografii je kapka s krystaly vzniklymi piisobenim srdzeciho roztoku
obsahujiciho 0,1 M kakodylat sodny (pH = 6,5), 0,2 M octan vapenaty, 18% (w/v) PEG 8000.

Optimalizace velikosti krystali byla provadéna ve visicich kapkach o objemu 6 pl
ptiteplot¢ 18 °C. Vzorek komplexu pNthl WT:Bmhl AC M237Stop mél koncentraci
75mgml™ a vychozi pufr obsahoval navic 10% (w/v) glycerol. Na zékladé vysledku
krystalografickych testti provedenych pomoci robotu Crystal Gryphon byl pouzit sraZeci roztok
obsahujici: 0,1 M kakodylat sodny (pH = 6,5), 0,1 M octan vapenaty, 20% (v/v) glycerol,
16% (w/v) PEG 8000 (testované rozmezi koncentrace PEG 8000 bylo 4% az 24%). Kapka
s vyslednymi krystaly komplexu a ovéteni slozeni krystali pomoci 12% SDS-PAGE se nachazi
na obrazku 6.51 (viz str. 126).
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Obrézek 6.51: Krystaly proteinového komplexu pNthl WT:Bmh1 AC M237Stop (7,5 mg ml™)
narostlé ve visicich kapkach (objem 6 ul, pomér rezervoar : protein 1:2, 18 °C). Slozeni
srazectho roztoku: 0,1 M kakodylat sodny (pH = 6,5), 0,1 M octan vapenaty, 16% (w/v) PEG
8000 a 20% (v/v) glycerol. Prava cast obrazku obsahuje 12% (v/v) polyakrylamidovy gel
Z SDS-PAGE pouzity pro ovéreni pritomnosti obou proteinii (pNthl WT a Bmhl AC M237Stop)
v krystalech komplexu zobrazenych v levé casti obrazku. (St) znaci standard molekulovych vah

a ve druhé az treti draze jsou vzorky ziskané z testovanych krystalii.
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7 Diskuse

Predkladana disertacni prace plynule navazuje na téma neutralni trehalasy Nth1 pochazejici
z kvasinek rodu S. cerevisiae studované v laboratofi RNDr. Veroniky Obsilové, PhD. jiz
po dobu nékolika let. Nthl katalyzuje hydrolyzu disacharidu trehalosy na dvé molekuly
glukosy a pomaha tak kvasinkam piezit rizné neptiznivé zivotni situace. V ramci studia Nthl
jsme se vénovali ptedev§im molekularnimu mechanismu regulace jeji aktivity a také jeji
struktufe. Pozornost byla upiena i na roli kationtti Ca®* a na kvasniény protein 14-3-3 (Bmh1),
ktery je vazebnym partnerem Nth1 a ma spolu s Kkationty Ca®* zasadni vliv na aktivitu tohoto
enzymu.

Doposud je zndma krystalova struktura pouze trehalasy Tre37A pochazejici z E. coli a
katalytickd doména Nthl zS. cerevisiae (sekvence 295-721) vykazuje homologii s touto
trehalasou (Gibson et al. 2007). Pravé této skuteCnosti bylo vyuZito pfti tvorbé strukturniho
modelu katalytické domény Nthl, ktery vSak nezahrnuje oblast obsahujici EF-hand motiv ani
N-koncovou ¢ast obsahujici fosforylaéni mista pro PKA (vazebny motiv pro protein 14-3-3).
Z tohoto davodu jsme pro ziskani informaci o struktufe oblasti obsahujici EF-hand motiv,
katalytické domény Nthl a strukturnich zménach zpisobenych vazbou Ca®* a proteinu Bmh1
pouzili H/D vyménu a chemické zesiténi spojené s MS a také SAXS.

Nami ziskané vysledky byly v dobré shodé s ptedpokladem, Ze aktivni centrum enzymu
Nthl je skryté uvnitt struktury katalytické trehalasové domény, stejn€ jako tomu je v ptipadé
periplasmatické trehalasy Tre37A (Gibson et al. 2007). Ztéto skuteCnosti bylo mozné
ptedpokladat nutnost vyrazné zmény konformace umoziujici ptistup trehalosy do aktivniho
centra. Nase hypotéza byla nasledné také pomoci zmin€nych technik potvrzena a navic do ni
dobfe zapadala experimentalné prokazana skute¢nost, ze enzym Nth1 je sam o sobé¢ inaktivni.

Na zakladé¢ znamé skute¢nosti, ze Nthl musi byt nejprve fosforylovdna pomoci PKA a
nasledné aktivovana vazbou proteinu Bmhl (Veisova et al. 2012), byly nejdiive studovany
strukturni zmény pNthl vyvolané vazbou tohoto proteinu. Proteiny 14-3-3 jsou znamé
regula¢ni molekuly, ovliviiujici strukturu a vlastnosti svych vazebnych partnerti. K regulaci
katalytické aktivity mnoha nejriznéjSich enzymi prostiednictvim proteini 14-3-3, dochazi
pomoci nékolika uniformnich mechanismt (Obsil a Obsilova 2011). Proto bylo divodné
domnivat se, ze jeden z téchto mechanismt bude patrné fungovat i v piipadé regulace aktivity
Nthl. Vysledky z H/D vymény spojené s MS prokazaly, ze vazba proteinu Bmhl na pNthl
snizuje kinetiku izotopové vymeény v nékolika riznych oblastech pNthl. Jednou z téchto oblasti
byla N-koncova ¢ast pNthl obsahujici fosforylacni mista klicova pro vazbu proteinu Bmhl
(S60 a S83). Dalsi oblasti vykazujici rozhodujici zmény byla oblast Ca-vazebné domeény
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(aminokyselinové zbytky 102-185). Zmény byly také odhaleny na né&kolika peptidech
obklopujicich aktivni centrum enzymu skryté ve struktuie katalytické domény. Nabizela se dvé
vysvétleni téchto vysledku: tyto oblasti pNthl jsou v ptimém kontaktu s proteinem Bmhl
anebo zde dochazi ke konformaéni zméné zplsobené vznikem komplexu pNthl:Bmhl.
Nicméné méteni CD ve vzdalené UV oblasti neodhalila Zadné podstatné zmény sekundarnich
struktur zptisobené tvorbou komplexu pNth1:Bmhl. Naproti tomu pomoci méteni CD v blizké
UV oblasti byly odhaleny zmény v terciarni struktuie. KdyZz toto zji§téni spojime se
skute¢nosti, ze struktura dimeru proteinu 14-3-3 je obecné povazovana za vysoce rigidni (Obsil
a Obsilova 2011; Obsilova et al. 2008), mtizeme vyslovit pfedpoklad, ze zde dochazi ke zméné
terciarni struktury pNth1 v dasledku vazby dimeru proteinu Bmh1.

Pfi vyzkumu vazebného rozhrani mezi proteinem Bmhl a pNthl, bylo zjisténo, Ze vazba
proteinu pNthl ovliviiuje nejenom tzv. ligand-vazebny zlabek dimerniho proteinu Bmhl, ale
také oblasti v jeho okoli. Vazebné rozhrani proteinu Bmh1 zahrnuje méné konzervované oblasti
helixti H6 a H8 vn¢ centralniho kanalu dimeru tohoto proteinu. Podobny vazebny mechanismus
byl jiz popsan v piipadé¢ lidského proteinu 14-3-3( vjeho komplexu s regulatorem
G-proteinove signalizace 3 (Rezabkova et al. 2011). Navic stejna oblast byla ozna¢ena jako
klicova ¢ast vazebného rozhrani ve vyfesené krystalové struktufe komplexu florigenu Hd3a a
proteinu 14-3-3 (Taoka et al. 2011). Zda se tedy, Ze tato oblast vné centralniho kanalu je
béznym interakénim rozhranim v mnoha komplexech s proteiny 14-3-3 a Ze sekvenéni
variabilita tohoto useku patrn€ pfispiva k vazebné specificité jednotlivych isoforem proteint
14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011; Obsilova et al. 2008; Gardino et al. 2006).

V dalsi fazi vyzkumu neutralni trehalasy Nthl byla pozornost vénovana tzv. EF-hand
motivu, ktery je Siroce rozsifenou strukturou mezi velkym mnozstvim Ca-vazebnych proteinii
(Rashidi et al. 1999; Lewit-Bentley a Réty 2000). Jak jiz bylo zminéno N-koncova ¢ast enzymu
Nthl pochazejiciho z S. cerevisiae obsahuje pravé tuto sekvenci. Nabizi se tedy otazka jakou
roli pii regulaci aktivity Nth1 hraje tento motiv a vazba kationti Ca®* (Franco et al. 2003).

Pomoci cilené jednobodové mutageneze aminokyselinovych zbytkid na kli¢ovych pozicich
EF-hand motivu jsme zjistili, Ze integrita tohoto motivu ma rozhodujici vliv na aktivaci pNthl
zavislou na proteinech 14-3-3. Diky tomu mizeme piedpokladat, Ze tento motiv ma esencialni
vyznam pro cely mechanismus aktivace Nthl. Tento pfedpoklad je také v dobré shodé
s vysledky experimenti z H/D vymény spojené s MS, které odhalily vyrazné zmény struktury
pNthl vyvolané vazbou proteini Bmhl nejen v oblasti katalytické domény Nthl, ale také
v oblasti EF-hand motivu.

Pii porovnani aktivit mutantnich forem pNth1 v piitomnosti a nepiitomnosti kationtti Ca**,

bylo prokazano, ze aktivita téchto enzymut zavisla na Bmh1 dosahuje nejvyssich hladin pouze
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za soucasné pritomnosti kationtd Ca®*. Jedinymi vyjimkami z tohoto pravidla byly mutantni
formy pNthl D114L, N118L a D125L, které obsahovaly mutace na konzervovanych pozicich
EF-hand motivu (pozice 1, 5 a 12). Jiz diive bylo prokazano, ze tyto aminokyselinové zbytky
se pfimo ucastni koordinaéni vazby s kationty Ca®* (Rashidi et al. 1999; Lewit-Bentley a Réty
2000). Méieni CD spekter v blizké UV oblasti odhalilo, Ze mutantni formy pNthl D114L a
DI125L vykazuji stejné zmény terciarni struktury zplsobené vazbou proteini Bmhl jako
proteiny Nthl WT. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze nemoznost aktivace téchto mutantnich forem
Nth1 neni zplsobena nepfitomnosti strukturnich zmén zptisobenych vazbou proteinti Bmhl, ale
patrné zménami konformace EF-hand motivu. Pro ovéfeni této hypotézy byly pfipraveny
mutantni formy pNthl D114E a D125E, které mély obnovit vazbu kationtd Ca** na EF-hand
motiv. Ob¢ tyto mutantni formy pNthl vykazovaly vysokou aktivitu v pfitomnosti proteint
Bmhl, ale pouze za soutasné piitomnosti kationtd Ca®. Je tedy pravddpodobné, Ze vazba
kationti Ca®* na EF-hand motiv usnadiiuje aktivaci pNthl prostiednictvim proteinti Bmhl,
protoze pravé kationty Ca®* umoznily aktivaci jinak neaktivnich mutantnich forem pNthl
D114E a D125E.

Zasadni Uloha oblasti obsahujici EF-hand motiv pfi aktivaci pNthl byla také potvrzena
vysledky ziskanymi z H/D vymény a chemického zesiténi spojenych s MS. Tyto experimenty
ukazaly, ze zminéna oblast zaujima rizné konformacéni stavy v zavislosti na vazbé kationti
Ca”* a/nebo proteint Bmh1. Predpokladdme, Ze pravé tyto riizné strukturni stavy se odrazeji
v rozdilnych enzymovych aktivitach pNth1 v p¥itomnosti kationtt Ca** a/nebo proteini Bmh1.

Nase domnénky byly nasledné potvrzeny pomoci struktur s nizkym rozliSenim ziskanych
meéfenim SAXS. Porovnanim struktury Nthl samotné s komplexem pNthl:Bmhl bylo jasné
patrné, ze po vazbé proteini Bmhl dochdzi k dramatickym strukturnim zménam v ramci celé
molekuly pNth1. Struktura s nizkym rozlisenim komplexu pNth1:Bmhl také ukazuje, ze oblast
pNthl obsahujici EF-hand motiv tvofi samostatnou doménu, ktera interaguje jak s vn&j$im
povrchem dimeru proteini Bmhl, tak s katalytickou trehalasovou doménou pNthl. Toto
zjisténi je také ve shod€ s nasi hypotézou, ze konformacni stav této oblasti ovlivnény vazbou
proteinu Bmhl, zprostfedkované vyvolava strukturni zménu katalytické domény pNthl a tim
umoziuje aktivaci enzymu pNth1.

Na zéakladé vSech dosazenych vysledki byl navrzen novy detailnéjsi model mechanismu
aktivace Nthl. Tento model predpoklada, ze v nepfitomnosti proteini Bmhl zaujima Nthl
natazenou ty¢kovitou konformaci a trehalasova aktivita enzymu v tomto stavu je velice nizka.
Pfi¢inou je patrné $patna ptistupnost aktivniho centra pro substrat (trehalosu). Vazba proteinu
Bmh1 na fosforylovanou N-koncovou ¢ast pNth1 indukuje prokazatelné strukturni zmény celé

molekuly pNthl. Tyto zmény pravdépodobné usnadiiuji pfistup substratu do aktivniho centra
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enzymu a tim enzym aktivuji. Alkoliv vazba kationtd Ca®* neni pro aktivaci Nthl
bezpodmine&né nutné, kationty Ca®* usnadiiuji cely proces aktivace tim, Ze ovliviiuji strukturu
Nthl zejména v oblasti EF-hand motivu. Nami ziskana data naznacuji, ze doména Nthl
obsahujici EF-hand motiv funguje jako prostfednik, skrze kterého proteiny 14-3-3 ovliviuji
strukturu katalytické domény pNth1.

130



8 Zaver

Vysledky vyzkumu enzymu neutrdini trehalasy Nthl pochézejici z kvasinek rodu
S. cerevisiae obsazené v této disertatni praci byly zvefejnény ve tiech impaktovanych
publikacich. Ve dvou experimentélnich publikacich je autorka uvedena na prvnim a prvnim
sdileném misté, téeti prace je pak ptrehledovy ¢lanek. Ke studiu molekularniho a strukturniho
mechanismu regulace aktivity Nthl prostfednictvim kvasni¢ného proteinu 14-3-3 (Bmhl)
a/nebo kationtd Ca®* byly vyuzity nejriizngjsi techniky molekularni biologie a biofyzikalni
chemie napiiklad: cilena bodova mutageneze, enzymova kinetika, diferenéni skenovaci
fluorimetrie, analyticka ultracentrifugace, CD spektroskopie, vodik/deuteriovd vyména a

chemické zesiténi spojené s MS a malouhlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS).

V ramci této prace bylo dokazano, ze:

1) Vazba proteinu Bmhl na pNthl1 ovliviiuje strukturu celé molekuly pNth1.

2) EF-hand motiv je souc¢asti samostatné Ca-vazebné domény Nth1.

3) Ca-vazebna doména interaguje jak s proteinem Bmh1, tak s katalytickou trehalasovou
doménou pNthl a patrné funguje jako prostfednik, skrze kterého protein Bmhl
ovlivnuje strukturu katalytické domény pNthl.

4) Strukturni zmény, které byly odhaleny v oblastech obklopujicich aktivni centrum
pNthl, pravdépodobné zvysSuji jeho piistupnost pro substrat, coz vede k aktivaci
enzymu.

5) Vazba kationti Ca*" také ovliviiuje strukturu pNth1 a usnadiiuje tim jeji aktivaci.

Vsechny zminéné vysledky pfispély k lepSimu porozuméni mechanismu regulace aktivity
neutralni trehalasy Nthl a navic obsahuji novou strukturni studii komplexu proteinu 14-3-3

S pln¢ aktivnim enzymem.
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9 Souhrn

Enzym neutralni trehalasa (Nth1, EC 3.2.1.28), pochazejici z kvasinek rodu Saccharomyces
cerevisiae, pomaha témto organismim piezit v nepfiznivych zivotnich podminkach. Nthl
hydrolyticky $tépi zasobni a ochranny disacharid trehalosu za vzniku dvou molekul glukosy.
Aktivita enzymu Nthl je regulovana prostiednictvim fosforylace CAMP-dependentni
proteinkinasou A (PKA), naslednou vazbou kvasni¢ného proteinu 14-3-3 (Bmhl) a pomoci
kationtti Ca*", které se vazi na Ca-vazebnou doménu. Tato doména se nachéazi na N-konci Nth1
a obsahuje tzv. EF-hand motiv (D"*TDKNYQITIED'®), ktery je konzervovany mezi velkym
mnozstvim Ca-vazebnych proteind.

Hlavnim cilem tohoto projektu bylo objasnéni molekularni a strukturni podstaty
mechanismu regulace aktivity Nthl prostfednictvim vazby kationtii Ca®* a proteinu Bmhi.
Dalsimi cili bylo vyfeSeni struktury samotné Nth1 a jejiho komplexu s Bmhl.

Pro vyzkum ulohy kationti Ca®" v regulaci aktivity Nthl, bylo pfipraveno dvanact
mutantnich forem Nth1 s cilenymi bodovymi mutacemi v oblasti tzv. EF-hand motivu a jeho
blizkém okoli a nasledné byla stanovena jejich aktivita v zavislosti na pfitomnosti Bmh1 a/nebo
kationtli Ca®*. Tvorba stabilnich komplexii fosforylované pNthl (v&etné mutantnich forem)
s proteinem Bmhl byla potvrzena pomoci nativni polyakrylamidové gelové elektroforézy a
analytické ultracentrifugace. Vliv mutaci na strukturu a vlastnosti Nthl byl ovéfen CD
spektroskopii a diferen¢ni skenovaci fluorimetrii. Pro objasnéni struktury proteintt Bmh1, Nthl
a jejich spole¢ného komplexu byla pouzita vodik/deuteriova (H/D) vyména a chemické zesiténi
spojené s hmotnostni spektrometrii a malothlovy rozptyl rentgenového zareni (SAXS).
Soubézné s témito metodami byly provadény prvni krystalografické experimenty jak samotné
Nth1, tak jejiho komplexu s proteinem Bmh1.

Vysledky téchto studii ukazaly, ze vazba proteinu Bmhl indukuje podstatné zmény
struktury v nékolika oblastech pNth1 zahrnujici N-koncovou ¢ast, kde se vaze protein Bmhl,
ale také oblast Ca-vazebné a katalytické trehalasové domény pNthl. Zmény konformace
katalytické domény pNthl patrné umozfiuji jeji lepsi pristupnost pro substrat a tak aktivaci
tohoto enzymu. Vazebné rozhrani proteinu Bmhl nezahrnuje jen ligand-vazebny Zzlabek,
do kterého se vaze fosforylovana N-koncova ¢ast pNthl, ale také oblasti vné centralniho kanalu
dimeru tohoto proteinu. Struktura s nizkym rozliSenim odhalila, Ze oblast Nthl obsahujici
EF-hand motiv tvofi samostatnou Ca-vazebnou domenu, kterd interaguje jak s proteinem
14-3-3, tak s katalytickou trehalasovou doménou Nthl. Integrita EF-hand motivu je klicova
pro aktivaci Nthl prostfednictvim proteinu Bmhl i pro vazbu kationti Ca*". Aktivace pNthl

prostiednictvim proteini Bmhl spoleéné s kationty Ca®* je vice U¢inna nez aktivace
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v nepiitomnosti t&chto kationtl. Predpokladame, Ze kationty Ca®" cely proces aktivace pNthil
usnadnuji, i kdyz pro tento proces nejsou bezpodmine¢né nutné. Ze ziskanych dat navic
vyplyva, ze Ca-vazebna doména obsahujici EF-hand motiv funguje jako jakysi prostiednik,
skrze kterého Bmh1l moduluje funkci katalytické domény Nth1.

Nase studie komplexu kvasniéného proteinu 14-3-3 s plné aktivnim enzymem pNthl
poskytuje jedine¢ny strukturni pohled na klicovy regula¢ni mechanismus tohoto enzymu. Navic
je také prvni detailngjsi strukturni studii neutralni trehalasy pochézejici z eukaryotického
organismu. Ziskané vysledky mohou pfispét nejen k lepSimu porozuméni metabolismu
trehalosy v kvasinkach rodu Saccharomyces cerevisiae, ale také ulohy proteint 14-3-3

v regulaci funkce jinych proteint.
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10 Summary

The yeast enzyme neutral trehalase (Nth1, EC 3.2.1.28) from the Saccharomyces cerevisiae
helps these organisms to survive adverse living conditions. Nthl hydrolyses a storage and
protective disaccharide trehalose into two molecules of glucose. The activity of this enzyme is
regulated by PKA phosphorylation, Ca** and the yeast 14-3-3 protein (Bmh1) binding. Ca**
binds to the Ca-binding domain located within N-terminus of Nthl and contains so called
EF-hand motif (D"TDKNYQITIED'®) which is highly conserved among many Ca-binding
proteins.

The main aim of this project was to reveal the structural basis of the Bmh1- and calcium-
dependent activation of Nth1l. Other goals were to solve the structure of Nthl itself and
the structure of its complex with Bmhl.

To reveal how the calcium regulates the Nthl activity we prepared twelve mutant forms
of Nth1l using site directed mutagenesis. These mutations were located within the region
of EF-hand motif and its close vicinity. We estimated the enzymatic activity of all these
mutants in the presence of Bmh1 and/or Ca?". The ability of Nthl to form stable complexes
with Bmh1 was verified using the native polyacrylamide gel electrophoresis and analytical
ultracentrifugation. The impact of mutations on the structure and properties of Nth1l was tested
using CD spectroscopy and differential scanning fluorimetry. To investigate the structure
of Bmhl, Nthl and their complex we used hydrogen/deuterium (H/D) exchange and chemical
crosslinking coupled with mass spectrometry and small angle X-ray scattering (SAXS).
In parallel with these methods were carried out first crystallographic experiments with Nthl
itself and also with the pNth1:Bmh1 complex.

Results of these studies revealed that the Bmh1l binding induces significant structural
changes of several pNth1 regions including the N-terminal segment where Bmh1 protein binds
and also the Ca-binding domain and the catalytic trehalase domain of pNth1l. We suggest that
changes of the catalytic domain of pNth1 allow a better access for its substrate and thus activate
this enzyme. The binding surface between pNthl and Bmhl includes not only the ligand
binding groove of Bmh1 where the phosphorylated N-terminal part of pNthl binds but also
regions located outside the central channel of the Bmh1 dimer. The low resolution structure
revealed that the EF-hand motif forms separate Ca-binding domain which interacts not only
with the 14-3-3 protein but also with the catalytic trehalase domain of pNthl. The integrity
of EF-hand motif is essential for Bmh1 dependent activation of Nth1 and for Ca®* binding.
The Bmh1-dependent activation of pNth1 in the presence of Ca®* is more effective compared to

the absence of Ca”*. We assume that calcium binding, although not being crucial for its
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activation, enhances the whole activation process of pNthl by affecting its structure. Our data
also suggest that the Ca-binding domain containing the EF-hand motif functions as
the intermediary through which Bmh1 modulates the function of the catalytic domain of Nthl.

Our study of the yeast 14-3-3 protein complex with fully active enzyme pNthl provides
a unique structural view of a key regulatory mechanism of this enzyme. Moreover, it is also
the first detailed structural study of the neutral trehalase from a eukaryotic organism. These
results may not only contribute to a better understanding of the trehalose metabolism
in the yeast Saccharomyces cerevisiae, but also the role of 14-3-3 proteins in the regulation
of other proteins functions.
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