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1 Uvod

PSedkl §dang§ disertaln?2 pr&8ce je svVeaohigst2 dl ou
Ob I@vé, Ph.D., ktery se zabyva studiem enzymu neutrélni trehalasy (Nthl, EC 3.2.1.28)
poché&zejiciho z kvasinek ro@accharomyces cerevisiae V. r 8 mci t ohot o proj ek
studovan mechanismus regulace enzymové aktivity Mitévislosti najejifosfr yl aci a vazb
kvasnil nl c k-3 @Bmaltamm)\wtFbNDhu tvorby t®to prgce
%l ohou k%pSionaklt iCvaaci Nt hil, protoge pSesnl mol e
nebyl doposud objasnin. D 8urne podstatye caléhs procestdnov al a
regulace aktivity Nthl prostSe*dnictv2m protein’

Enzym Nthl hraje dTlegitou rold.i v obrannlch |
jako jsou zmbDny teplot, pTkbblnt? $ome pracesP Sy n2 ho
Nthl hydrolyzuje neredukujici disacharid trehalosu za vzniku dvou molekul glukosy. Trehalosa
sl oug?2 i v mnoha jinTch organismech jako z8sob
Aktivita enzymu Nthl je regulovana fosftaci pomoci proteinkinasy PKA a naslednou
vazbou proteinT Bmhl a Bmh2. K regul?®aci akti
naCavazebnou doménu Nthl. Tato doména se nachazi-hkaodM cov ® | 8st i protei
obsahuje tzv. Efeand motivD™“TDKNYQITIED®, ktery je konzerovany mezi velkym
mnogsG@Gvamebnlch proteinT.

Doposud nebyla vySegena §8dn§ seukarydtrthar a neu't

organi smu. N a ¢ euceleng strakturnd opshkeg tnangchanismus aktivace
kvasnil n®ho enzymu Nthl a tak mohou slougit k I
trehal as, al e i k #8cwopegdl sthtbhgapgdthiaidzimT.



2 Liter8&8rn2 pSehl ed

2.1 Trehalosa

Tr e h al ®glakopyfaidsyldD-glukopyranosid, viz obrazek 2.1, str. 9) je
neredukujici disacharid, ktery byl poprvé izolovaroge 1832 n § me | (Wiggeirst1832)
Své pojmenovani trehalosa ziskalaowe 188, kdy ji Marcellin Berthelot izoloval jako
sl adkou substanci (trehal a manWyafakidhlg856)en® v Kk
V kvasinkach roduS. cerevisiaebyla trehalosa objevenarece 1925(Koch a Koch 1925)

Tento disacharid byl dale nalezenbw R kr8asht | i n, bakteri 2, hub, r
bezobratlTch ¢givol i chTy8danl®haon(Etlin 1974 Thevelsnud nal e
1984)

Jednim znechani s mT pr odukce t UDPhlakdsy a glukgs® | e 2 S
fosf8tu pomoc? dvoustupRov® r e-6losfasyntkagytaal yzov ar
trehalosab-fosfatfosfatasy(Vandercammen et al. 1989; Londesborough a Vuorio 1991)

Produkce trehalosy je d8le indukovs&na nepS2zni
VYysok® nebo naopak n2zk® teploty, oxidativn?2
chemikalii.

Nashrom§gdnNm$i tstehas oslach po dm2onke§anty matbuni]|
membr §ny pSedapogkmi garkmak® ch buRkS&ch fungova
nebo regul al n?z mol ekul a, k t etrarssportem glpykasy @ met a b «
glykolyzou. Un Nk ol i ka druhT bakteri 3la tepa®smdbjevanda m u ak
viejich bunhRDlnlfch sthDngch, kde byHbanetaul| §8st 2 |
2003)

2.1.1 Funkce trehalosy

Hladiny trehalosy W u Rk 8§ ch 2 8 v imfIné s tvi na f 8zi jejich rT
givin a vnhRDjg2ch vliivech ¢givotn2ho prostSed?2.
hrudn2ch svalT a je spot (Bekeoet 8lviOBNp fSpdddg2 m
houbovych spor jsou obsahr e hal osy a jej2 hydrolTza rozhoduj

jako zdroj uhliku a produkovana glukosa jako zdroj enefigmusseau et al. 1972; Thevelein

1984)
PSi studiu anhydrobioticklch organismT, kter
objeveno, ge jejich spolelniTm znakem jsou Vy:

Doskupiny takovichto organismJ] patS2 @abDkter®



mi kroskopilt2 g¢givolichov® jlLadpad 1986;Cmwei et a., v2Sn?
1984,1992) PSi vizkumu kvasi nko wV bdfazikkieté ohsahujinach§z e
nz2zk® koncentrace trehal asy, licebcitlivéokdehydratacit NDn o, g e
Naproti tomu kvasinky, kter® se nach8zely ve s
j sou koncentrace trehalosy vygg?z2, projevily vy
bylal e p g 2 pSi v y ¢ gazschhr okmd@ i d édn{@ddhtatrr abciB87) o g s | ed n D
bylo prokdzanoge schopnpSttp@egste wrehal osy nen2 Zz§vi
se testované kvasipknachazeji. Kvasinky nachézejiciskwgf §zi vystaven® tepl ot
zal aly okamgithD syntetizovat trehal osu a t2m
dehydrataci(Hottiger et al. 1987) Schopnost anhydrobioticklch o
dehydrat ace patrnhD spol2v8 v dovednost:i treha
bunnhl| nT c h(Cnoveenebal. 8984; Rudolph et al. 1990)ehalosa méa také ochranny
stabilizuj2c? viiv na  abil n2 proteiny bNDhem
naproteiny je patrnhD podobnilitmebdlhadomissams evaBlhe
vodikovych vazeb mezi jejimi hydroxylovymi skupinami a graimi aminokyselinovymi

zbyt ky (Parpenteea Cnolve 1989)

PSi studi u Skeemedsiadbgk or pdok 8z 8no, ge podnDhDty,
odezvu teplotn2ho goku, tak® inwoanvirosudié akumul
prokg8zaly, ge trehal osematimrvBvmwye bIuRKk yt &plact nek m
stabilizuje struktury proteinT a chrgn2 je pSe
(Bell et al 1992; Singer a Lindquist 1988

Da g2 dTlegitou vliastnost?2 trehalosy je jej?2
kysl2kovich radik©8IT. Pokud nen? pS2tomna tre
dochézivlivemt NDcrha ik &1 T c h p@ep&kraud] et al.2002)

PSi vizkumu mut a Etcalizkteré nebyly sceopné pradkkbvatitréhalosu,
se uks8zal o, ge tyAG€ bamktajPempBhemeplhohheijdi n
for my. Dal g2 studie prok8zaltgploty J«€ notegotuazen2 b
16AC zpTsobilo osmkr 8§t vygg? (KaBdroTetdl 2002)t r obunh]| n

Dal g2 rol 2 tr8hgl oswyst knh o kigedrij nolekulynébo nkce | a
r Tséhodakton. Tr ehal osa nebo jej2 metabolnTgtwpatrni
jak byl o potvmpSerde v@gBimoduArabidopsinkdy byl a exprese ¢
spougt M ®etchrefpal osy dopr owl§wzoejnia a Trzhdtmi tdled te
(Vogel et al. 998; Miiller et al. 1999, 2001)

Trehalosby |l a tak® nalezena v bunBDlnlch sthRng§ch n

mykobakterie nebo korynebakterie. Prsgvin u t N
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gl ykolejichbdmhD| n ®&LederterDIDF6) Nejvzce zn§mi a giroce
trehalosovy lipid nazyvany coffdktor (dimykolat trehalsy ) , kter T j e soul §sti |
bakteriiMycobacterium tuberculosis Tent o gl ykol i pid je povagov§gn
bunhRl n® stNny mykob a feji ®akdu Propastngstea tim spdjgvaneuN d n T Za
vysokou rezi st enScis | tul@cnhiBrennaoRal Kikaidbr tD95) k

2.1.2 Vyznam trehalosy v kvasinkach rodu S. cerevisiae

V kvasinkach roduS. cerevisiaeje trehalosa jednimizl avn2 ch z8sobn2ch sa
zauj2m8 1 % ag v ZzavslosthnadTs2ovHchu piomdym2nk&ch a f
cykl u. Trehal osa psdhbBhavpoddtd deblzemaddr®e rvfstem nap
nedostatku dusiku, siry nelfasforu (Lillie a Pringle 1980) Mnoho studii potvrdilo souvislost
mezi obsahem trehalosykvw asni | nTch buRk&ch a jejich odolno
dehydrataci a cyklick®mu zamrazovg&8§n2 a rozmraz
primarni funkce trehalosy kvasinkachp at r n D n @ozependrgetick® rezervy, algeyi
%l ozectlprSanN bunh|l nilch meizgkh Gavechaintrgealuimievody T p S
(Crowe et al. 1984; Attfield 1987; Hottiger et al. 1987; Wiemken 1986hopnost trehalosy
chr8nit proteiny pSed denat ur aio itro,akoreuehr ana d
sochrannou funkgZzmpeovir oeneNwsgHBttgermat ak 1994 s T m
De Virgilio et al. 1994) Mnoho tdiali 2 cuhk 8z al o, ge hromadihDn?2
subletdinims t r esy (omezen? pS2sunu ¢givin, dehydratac
pS2tomnost toxicklch chemi k§li2) nebo nadmDr
umogRuj e | ep &zaexir&mighi podmindevelein 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 \Aspergillus nigerpoprvé objeven enzym hydrolyzujici disacharid
trehal osu a nedlouho pot® nhlDmeckl chemi k Her ma
hydrolyzu trehalosy kvasinkach roduS. cerevisiae (Fischer 1895; Elbein et al. 2003)
Trehalasy byly zaSazeny do rodiny gbWE&osidovTl

systémuj i m byl p $S3.292% ®adneskb-yd vy t r e HiehalesalyC- (U
glukohydrolasy identifikovAanyvmn oha dal g2 ch or gani smech od hub
S2(glbein 1974) U savcT vlietnhD |l ovMmeambb§hachrehSeas

k | la Eké vproximdlnich tubulech ledvifDahlgvist 1968; Bergoz 1971; Yoneyama a Lever

1987) Trehal asy jsou jednoznalnhD velice viznamnl



pochazejicich z TznT ch organismT odhalilo vysokou k on:
VI 8§ mc i e v o | Koppethlol993,11994; Nveaka a Holzer 1998)

V kvasinkach rodiB. cerevisiaenT ge bl t taleyhzad wsma htySle mi rTznT n
neutralnimi trehalasami Nth1l a Nth2 nebo kyselou trehalasou Athl. Nami studovana neutralni
trehalasa Nthl se nachaztw t osol u a sv® maxi m8l npH=2H0lzy mov® a
Hydrolyza trehhkosy j e u kvasi nekro%orapea@njzd 8§81 excalpTS2 k |
teplotn2ipm gdlowhTch obpgfdbdbanzsuchanhebot pSi ckl
(Wera et al. 1999; Elbein et al. 2003)

2.2.1 Hydrolyza trehalosy
Hydrolyza disacharidu trehalosy AD-glukopyranosylJ-D-glukopyranosid) n a dvn

molekuly glukosy Yiz obrazek 2.1 je velicevyznamnda | alotk@ence ¢gi votnhD dT
vmnoha §ifuskoithm TemT ch org@ennambpkljako houbovich
obnoven2 T dht bubk Biskdkemgid prdet hmyzu (Nwaka a Holzer 1998;
Becker et al. 1996Pr §vD trehal asy katalyzuj2 hydrollzu j
tohotod i s a ¢ h a r i ddanizi k nSizinemergi konfiguracgDefaye et al. 1983)

OH

HONOH—%VZH;@H il O\
p

+H,O —> 2 OH

HON—/OH

OH HO

trehalosa glukosa

Obrazek 2.1Hy dr ol yt i c k ® §D-guopymahosylHD-glhkaplyranssid) n@ W N

molekuly glukosy katalyzované trehalasami.

2.2.2  Lokalizace a vlastnosti kvas n i | ntfelbalas

PSi vT zkumenzymetieralasyazjeho substratu trehalosykvasinkach bylo
zjigtNDnpor g@e nffo a jejichemrtati d plgasti u, tozepaaB@ag zT
v supernatantu na rozdil ottehalosy, ktéiz Tst aeré et . Tato skutel nost
pSedpokl|l adem, g e s ecytbptaznatiekdowo rsemnbrimeaenzym tfehalaf g e n a
nikoliv (Souza a Panek 1968)

N8sl ednhD byl o eupdnd tkeBataganse nachgzé w m N | ayt@solu a

per manent nNatrehalas s& méhazkwe sakuolagkan Solingen a van der Plaat



1975; Wiemken a Schellenberg 1982; Keller et al. 198g3ela trehalasaAthlj e maxi m81l n D
aktivnz pSi pH = 4,5 na rozd?2l| od neutr8ln2z tr
pSi p (EHondesborough a Varimo 1984; Mittenbihler a Holzer 198&vasinkach rodu

Scerevisiag e aktivita neutr8ln2 trehal| ash,choald@kBot§n
se dRje prostSedni ct vdependennsproeinknasy PKA)ap democ 2 c AN
Plaat 1974van Sdingen a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer

1989)

PSi porovn8k¥m%s n itrehmlasstreloalmgamiz  j i nT ch byor gani smT
ZjigtNno, ¢ejsowpsattant®mA) t eghdl@ggajcdl Pp® opti mum | e
kyselé Nav2c dopos udnich prdkizanaontla @k@viynp®o szt Sedni ct v2 o
fosforyl ace pomoc? PKA. Phakekii [E.aali éQutierrep ét @y b T t t
1989; TourinhedosSantos et al. 1994ves am| 2 ch pS2datnich pohlavn?.
mo u | n(®akiguchi et al. 1992)zest Sedn2 ho st Seva |(8ueu. bource
1993) zZ cvr | k(feod Woolrmg 19983 z | edvichbuaDkesenpg®hd
s t Skerv&(Galan®l 1984; Ruf et al. 1990)

2.2.3 Isoformy k v a's ni Itrehlalash

V roce 1993 byl Kkvasinek rodis. cerevisiagpoprvé popsan gelTH1 (Kopp et al 1993)
adalebyl objevenijehoMNc onc ov To bpsSetswajh2 c2 potenci 8§l n2 fosfo
(Wolfe a Lohan 1994; Kopp et al. 1994)

N & s | bydpog3an také geNTH2 ktery je vysoce homolognigenemNTHL, al e j eho g
funkce je dopos (Wolferaéqhdh2994; wakakejah EOoBTHla NTH2
jsoutedydva rozdilné geny p S ganNTMBje ze 72 % shodny mukleotidovou sekvenci
genu NTH1 a pr ot ei n produkovanNTH2 feaze 776k idemtitky genu

saminokyselinovou sekvengiroteinuNthl. Protein Nth2 takébsahujeN-k oncovi pSesah
pS2 pfadnf§or y | prolPKA (Koppresal. 4994; Wolfe a Lohan 1998 S eled genu
NTH2 vkvasinkach rodu S cerevisiae nebyl pozorovan g § d n 1 dramati ckT

nametabolismus trehalosy nepr ok8zaly se ¢g8dn® zmhlmiynytrehal
v koncentraci trehalosyNaproti tomu sey g ®lbj evi | a hor g2a stcehpolpontons?t ¢ cel
(Nwaka et al. 1995) Byl o tak® zjigtDhDno, ge p8zymmn@s taikt |
extracelularni trehalosyjules et al. 2008)

Kyseléd trehalasa Athje kédovana genemATH1 apoj menovan8 d2ky sv®mu
pH optimu (maximalni enzymo# aktivity dosahujep S i p H = vykazule)pouze Aizkbul
sekvenl| n2 Nhidmolaogiei dsT| e §i tmédiich Sbsahujiclck trebalosuv a s i n e k
jako zdroj uhliku(Nwaka et al. 1996a)
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Jak ji g bywlSedecwheden &k amaiihokyseénpvych sekvenei tréhalds
zr TznTch organismT odhalil o, ge kkvaarelirodun® neut
S.cerevisiaea K. lactis) se od sekvenciast at n2 ch or gani skoffcovbui g2 Vv Ir e
oblasti (Nwaka a Holzer 1998) Tot o pr4«dhcog®n2o0bNast. m8§ sV ]
pSiegul aci aktivimly «Alsp@nteatni thbsfooyldcpomaciz BKA a
nasledou vazbok v as ni | nT c -3 (Bmiultadinh2Unole®al. 1983; Ortiet al.
1983; van der Plaat 197Banni et al. 2008; Veisova et al. 2012)

2.2.4 Kv as ni éutr@nitnehalasa Nthl

V kvasinkach rodus. cerevisiaebyl enzym hydrolyzujici tredasu poprvéidentifikovan
vroce 1895(Fischer 1895)Av gak ag t ®mNS ce 498D byla popsanp o z d N i
inaktivn2 forma trehalasy (tzv. zymogen) a byl
cAMP-dependentni fosforylaci(Thevelein 1984) By | o tak® zjigtDhDno, ge
vypurifikovan® fosforylovan® Nthl pomoc2 al kal
Nthl, zatimco refosforylace inkubacPeK A a ATP zpTsobuj e (Apbanoven? a
Holzer 1989)

Jak | i gpsaioyp 8 e dpchhkapitdach neutrdlni trehalasaNthl se nachazi
v cytosolu na rozdil od kyselé trehalasy Athl, ktera byla lokalizovana ve vakuolach
(Londesborough a Varimo 19889 Si prvn2 ch pur i fhedénatodjidngela separ @
vykazovala Nth1l molekulovou hmotnost 160 kDap 82 padlD separace pomoc?
SDSPAGE bylajeji hmotnossstanovena np Si b 80kDia (Afip a Holzer 1989)

P Sdstovani substratové specifity byla vhodnym substrapem enzym Nthlpouze
trehalosa. Testované disacharidy cellshiomaltosu, laktosu, sacharosu, rafinosu a melibiosu
tento enzym nehydrolyzovaPrvni stanovenaMichaelisova konstantgK,) enzymu Nthl
protrehalosu byl85mMaj ej 2 n2zk§8 hl adi2nmmgrehbjged zaujimdB%v odn Nn a
kvasmsiuljgn @®pSlegigp®k se tedy, ge trehal asa m§ vel
pSlidr govg&n2 nebo sni §ow&mRk §lkdn @elaatsraCniedtalt r ehal os
1986; App a Holer 1989)

PSi dal g2ch studi?ch kinetiky prkpoddu hydr ol
protrehalosuvp S2t omnost B3 prpSei pi £4°C ddsahwe hodagp | ot N 30
8x1mM a ¢ge | 2 (@&l @ ropn8 B1adkn'fk../K, = 8,9 $ 'mM' J. Tyto hodnoty
jsou srovnatelné@ a | @2Smive publ i ko Kg ktdrérse pohybavatyo roanmezi
5a ¢0mM (Avigad et al. 1965; Londesborough a Varimo 1984; Dellar@nti et al. 1986)

PSi mhNSen2ch prob2haj2cp8ht amn cdCdijonisietné gprotdTn2 n e
koncentraci 5 mMbyla hodnot&,, rovna3,6+ 0,7 mM a hodnotd.. rovna 42+ 2 8 l(ka/Km
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=11,78'"mM'y . Tyto visledky oinudkdBz avlTyr,azqdd vazygajer
pSemNDny pNth1l (goo8nah dkiivijou Nt h1T ) ndukevanou pouze
kati of.t TNaG#@ es tpe<cih pomoc2 AUC byl dneowlki§zRBwmjo?
monomern?2 stav prdotaknhiuviNtsadwnlaamddd&n@FSAgtgo mno st i
1433 a katinemTDeCa ouv i digomernthe stazunNthf\eisova et al.

2012)

225 Funkce kvasnilnTteehalameutr 8§l n2ch

V kvasinkachrodu S. cerevisiage neutralnitrehalasa\thl velice vyznamnym enzymem,
protoge byl o dokn8zcghn op, T sgoeb 2t rjeahkaol orseaguvl 8§t or met @
aktivitu klz2]ovhpB2lkhadg nivwkap Hdzerdg98 RSer ugen2m
vegetaln2ho klidu rTznlTch kvasinkovi(¢adm a houb
Assche etal. 197 e bo p $2 d a(vatk der Pipat 4974 Shevelein et al. 1988yhazi
kprudk®mu vzr Tst uP SakK tetivage ttaghalasyr giukosoli e sreverzibilni
proceg(Thevelein a Jones 1983)

Poteplotnimgolse 2z vy §gulTellgenwgp rtesese projevuje jak na
MRNA, t ak [ v i nt enaANitthll . e rSzoyumhoavs® ) a kstei v vy gL
trehal osasynthasy a si mul (NgakaneDal 1995, 1996b)§to Kk onc e nt
zd8&nlivhD marn® cykl i cktplotmp®emNeyu tjsebal @payr bDh
poudr gen?2 konst akdsyn&ytokoh (Haotteer etralal®&7) giedpo k| §d§ s
ge gl ukostar ezftaslkoasny8 mT @pre pSketigieplotnikog buy(Nwakd et al.

1995, 1996h)Navic trehalosad h evgsokych teplou dr guj e protei ny a memb
nativn2m stavu a sAvV @ adlpoa gbhnovu peplotninpgr ookt ue i jnel .
nutnatakédegradace trehalog$inger a Lindquist 1998b)

Exprese gentNTH1je také indukovana chemickyrsiresy vyvolanymi chemikaliemiako
jsou HO, (oxidativni stres), cykloheximid (inhibice proteosyntézy), Cua®aAsQ (toxické
chemikélie). Jdedymo g n ® p Se d p Ntklin& abmnnych/heahartismech proti viivu
oxidativn2ho stresu a toxicklch | 8&8tek. Naproti
jeji exprese a aktivipNthl, z| eho¢g vypl T v §, ge se nepodz]| 2 na

zaosmoticky stregZahringer et al. 1997)

2.2.6 Primarni struktura neutralni trehalasy Nthl

Primarni struktura neutrdlni trehalasy Nthl pochazejici z kvasinek Samkrevisiaeje
charakteristick8 dvRlma konzerNkoovmcnd mi kidtoemr®n asne

odNkoncT neutr 8l n2ch jtirnelhcanh as mapaochhssmieujjdec 2keclh? | zo v
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fosforyl @rn3t @ @dniactv2m PKA |j s o bytkf 820,fS8F y|l ovang@
S60 a S83App a Holzer 198; Kopp et al. 1993, 1994; Nwaka et al. 1995; Veisova et al.
2012)VN-k oncov® | 8sti | s o uspesifickéVazebne Motiwyprd protdhny t a k ®
14-3-3 , zahrnuj 2c? p S2 s |(Rainne® al. f2@08; fVeisoyalebal. 201 ser i n:
Naproti tomukatalytickadoména( s e k v e n ¢ eobshhi@ akiivai tentrumenzymuje

mezi jednotlivymi neutralnimi trehalasamysocekonzervovangAmaral et al. 1997)Schéma

primarni struktury enzymu Nth1 se nachazbheazku 2.2

RRLS2°S21LS
RTMSS°VF RRGS®3ED

163 - 721 katalyticka doména —|
751

o

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

Obrazek 2.2 Schéma primarni struktury neutrdlni trehalasy Nthl pochazefeaginek rodu
S.cerevisiae. Nk oncov 8 | 8st Nthl (orangov§ baPKAa) obsah
(S20, S21, S60 a 98Relativni pozice vazebnych mist pezbu proteinu 18-3 jsou S60 a

S83. Na stejném konci se nachazi i konzervovanga@ebna doména (modra barva), ktera

nese vazebné misto prationty C&" tzv.EFFhand moti v (sekvence D11471
konzervovan8 katal yti c)k§ e owmpelmiha |[(esreekvence 16371

Dal g2  d\thinj® koazervovand Gaazebna domén@ s e k ve n c e ktetd0sé 1 1 3 5)
nachéazi na Mkonci tohoto enzymu a cbsahuje vazebné misto fkationty C3". Tento
Cavazeby motiv je svou strukturou velice podopmm?2 s t Kiera pbsahujii jiné enzymy
v8g2c2 v8&pn2k. Typi ckltav. BRbandmote ms ¢ Dedn oe pt bdlel A
viz kapitola 2.2.10, str17) (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

PSeshymgreodi nD gl ykos BM(GM37)ckhasifikowadop i lsi gnn 130
otevSenTch |tec2ch r&8§mcT, doposud byla uveSej
enzymu z této rodiny Touto strukturou je krystalova struktura periplasmatické trehalasy
Tre37A pochazejici bakterii kmeneE. cdi (viz obrazek 2.3str. 14),kterd vznikla wamci
vivoje a vizkumu tipdtad mcio¥ll rczhe i n@ibdsdiliettdb r iTn s e k t
2007)
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Struktura trehal asy ¢ bareki3sifukturwopgodolanbuusirukturdmz v . ( U/
dal gt bbr @i d&81 n2 ch gl ykladGHDAc kitebjosdgsfarklasaHidakaet nap S
al. 2004) GH15 glukoamylasgAleshin et al. 1994hebo GH65 maltostosforylasa(Egloff et
al.2001) Vgechny tyto enzymy pat$2 do rodiny gl uk

vi nver zi anomern2 konfigurace substr8tu, stejn
(Gibson et al. 2007) J a k jker yvsitdadto vn® s t nedrA jejilalGieni centrierth a |l a sy
je ukryt® uvnitS jej2 celkov® struktury. Prot

zaktivn2ho centra enzymu pravdRDpodobnh nutng§ vI

Obrazek 23St ugkov &8 r e pr e muktory BreSAA v kamplext \alidaxyla@inen

A (VDM) (2JF4, vlevo) a komplexu s thiatrehazolinem (2JGO, vpravo). Aminokyseiré

zbytky kter® zastg8vaj?2 rol i k y sydrolyzensybstratd squ3 1 2 ) a
zng8zornNDny | erProe waou b ub arowao 8.z kT byl y pougit |
(www.pymol.org) a strukturJF4 a 2JGO0 DB (Gibson et al. 2007)

Obn struktury poslougily tak® pSi vi zkumu
prostSednictv2m tr ehalkapiwle 2.21a iz sir.9) (glykdsigdvdo pops §r
hydrolyzaje spogna snverzi anomerni konfigurace a probiha podle kanonického mechanismu,
kterlT zahrnuje nukleofiln2 atak substr&8tu mol e
asparagov® ( AhydroBtick®)reakiimodi kyselinp &zbytek kyseliny glotavé
(E496) naopak roli Brgnstedovy zasdfefaye et al. 1983; Gibson et al. 2007)
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2.2.8 Regulace aktivity neutralni trehalasy Nth1

Aktivita Nthl je regulovg&na kombinov&nT m vI i\
(Franco et al. 2003)aktivaci pomoci fosforylace cAM&ependentni proteinkinasou (PKA)

(Ortiz et al. 1983; Unoetal. 198 8§ sl ednou vazbou kX3BmhianTch pr
Bmh2) (Z&hringer et al. 1997; Panni et al. 2008; Veisova et al. 20d&pici vazby proteinu

14-3-3 proteinem DcslLiu et al. 2002; De Mesfdta et al. 2003; Schepers et al. 20a2aké

n a p S kokderdractelularniglukosy(Pernanbuco et al. 1996)

Vrocel984byl o prok8z8no, g e n e jfcir zkasinek radu e hal as a
S.cerevisiagp ot Sebuj e pr o s v3dijebho Makna roxdil dkyselétehalasynt y Ca
Athl (Londesborough a Varimo 8@). Regulace enzymové aktivity neutralni trehalasy
prost Sedni ct? byl odhalenad wee t2J03taRé& ukvasinek roduS pombe
(Franco et al. 2003kdy bylut D c ht o okjevenkonres/dvany Gaazebny motiyktery
j e r ov n Ngkvasitek rocuBnearévisiagviz kapitola 2.2.0, str.17).

OvlivRovgn2 aktivity Nthl prostSednictv2m fo:
reci prok® regulace degradace ab6-fosfatassy®thaga PSi t
inaktivovana cAMPdependentni fosforylaci a znovu aktivovana defosfory{Reineket al.

1987) C o ¢poulpder slegradaci trehalosy pomoci neutralni trehalasy aktivované eAMP
dependentni fosforylaci a inaktivované defosforyla@n Solingen a van deswar 1975;
Londesborough a Varimo 1984; Ortiz et al. 1983; App a Holzer 1989)

Vizkum provédf®dénemnmdélzi roky 20006uRKE2BGO9 p
kvasinek rodiS. cerevisias e nach8zej 2 dva t-33pBVHy&BMH), pr o prot
kter® jsou vysoce homologn?2 a t a(fka®RHeusdenraci 81 n?2
Steensma 2006; van Heusden 200Sjudium v | i v u p r-3e3t na iaktifitu [@Nthl
prokdalo, e vazb®33pvobraznD T4y ghAj e §addzejRigbtulnpoNt h 1
ge akti vace33prjoet emmeehne nl 4éhlade katidhiy €4 (vin kagitolya
2.2.10 a 2.3, str.17 a str.31) (Veisova et al. 2012)

Kdal g2 mu z8sadéaetmdi prifegmbape indvopokusechy Nt h1l d
kdybyl identifikovg8§n tak® | inl asy, &tgywuremdbihal mechar
prost Sedni c148-3 nBylaprmalezena isouifislost mezi proteinemsDc(enzym
odstr aRuj 2kenge mRNA) & Intibici aktivity fosforylované pNthl. Enzym Dcsl,
jehog mol ekul §rnRDah,mon emjost e icmhai BAOj e aktivit
reguluje jeji exprésa t ak funguje jakoepn@®vearnytkilvmk ®o saying

degradace trehal osy. PSedpokl| §d§ se, ge vazba
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14-3-3 na pNth1 a tim blokuje jeji aktivagliu et al. 2002; De Mesquita et al. 2003; Schepers
etal. 2012)

PSi vizkumu dvou signg&ln2ch drah z8§vislTch n
i g2 z8vislost? na fosforylaci sgbWkasayh,r nny P o t

aktivaci enzymu trehalagfPernambuco et al. 1996)

2.2.9 Viznam fosforylace pSi regul aci aktivit

V kvasinkach roduS. cerevisiaeje aktivita neaktivniho zymogenu trdéhgy iniciovana
fosforylaci pomoci cAMRIependentni proteinkinasy (PKQJan der Plaat 1974an Solingen
a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer. 1289) a Holzer
jako prvn2z dok§8zal. izolovat a charakterizovat
serin, jako aminokyselinu fosforylovanmeomociPKA (App a Holzer 1989)Bylo prokazano,
g e c-Adddndentni proteinkinasa (PKAkw asni | n®m extraktu zvyguj e
trehalasy(Uno et al. 1983; App a Holzel989) D8l e bylo prok&z8no, ge
potencidlnichmistprB KA a ge |jej2faktowvgpkbacsou¥ce2neg jed
zbytku. Jako kl 2] ov® MWerhegtald28al eny S20, S21 a .

Analyzafosfoproté nzZT bun D] n®h o | y 3.&eteusiadpampcsMSrodhdlilar o d u
serinové zbytky S21, S23 a S83, jako mista fosforylowvan&o. S23 by | pSitom ozn
c2l jin® pr(ecareo®taly200e g PKA

PSi rozs8&8hl ®m vI1zkum#3 vbyzlnca ma d hpalogejied ,n T g el 4 mn
vazebnlch partnemDPkjoéi kasfami nobkySeodbimavich zby
| ast opotépsSoiu i npraeinenki@d3 szahrnuty soul asnahé dva t ak
vazebné motivy(Yaffe 2002) By | o pr o k §\thE je dosforyipwana ipomoci PKA
nan Dk ol i ka nr82sd tedemdlje &kvas ni | n T mi 8,0 t ®0 dkyjeyl eldie
aktivaci dmed 8vna neobj as n [(Rahnmet aie 20083Vrpivrd rstedin se
pSedpalk| 8de i nter ak poteinmd4883] @ Nzbtosat Sedkovgna f
serim v 1 ¢ h S2bgSeApdchazejicicleN-k oncov ® |(Pamitet al. RODIH)Tato
hypot ®za byla vyvr8cenmags$t uldakomi atprSoy § dktnd m§
fosforylal n? m2sta odhal priniastude® 9 | v BB 8v d Rozd*hW
zapS2|linhNDny jinTm metodi cokvyzkumpmabypblithlngpeot@in p Si k't
14-3-3 poug2vsgny pouze kr §.tN\ca® r ® ¥ i t experintekte®p Siosf op
provsg§dmmigeh laboratoSi byly pougity jedno nebo
pNt hil, pSitestevangheh@lyknai odpov 2 da lram({Yeisohaoet . Si r ozen
2012)
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Vdobkdy| e § oyl identita a role jednotlivych mist fosforylovanych pomoci PKA
odhalenaby | a publ ipkaoeykeiyy kdbj g8 nhNn2 t Ncuyti dakéne zn §ml ¢
fosfospecifické protilatkyTy pakpr ok 8z al vy, ge aktitvimglikosya ehal asy
dusikuinvivoje spojena$ osf or yl ac2 S21 a S83éostudireebylyut n® po
pougity fosf ospepSer20iaamkp®n6r, o tpirlog tokjye aretdiok 8§z al y
fosforylovanou a nefosforylovanou formou N8chepers et al. 2012)

Analyza fosforylovaného enzymu Nthl pomoblS ( pr ovedena nag2? skupin
nan e us p o SN\ekbrai toBotor e k ombi nantn2ho proteinu |tySi s
S60 aS83) fosforylované pomoci PK# vitro (Veisova et al. 2012)Vyznam jednotlivych
fosforyl alm&slhaudovds pomdeiycilené bodové mutageneze a bylo odhaleno,
ge serinov® zbytky S60 a S83 jsou pri m8rnh
naf osf oryl aci pomoc2 PKA-38 Tab8 ssl keudtne® nvoasztb b yplrao t pe
jak stanoenim enzymové aktivity in vitro, t ak aktival n2 mi studi er
namutantnich forméactin vivo (Veisova et al. 2012) MNRSen2? enzymov® akti vi
proplnou aktivaci enzymu a pnazbu proteinlld-3-3j e nut n8 fosforylace al
zt Dcht o dvou fosf oangdoS83).)n2ch m2st (buN S60

2210 Vlivk at i €a’tng aktivitu neutralni trehalasy

PSi p r v nhZregllacesaktivitphéutraini trehalasithl pochazejicz kvasinek rodu
Scerevisiae byl o zji gtRno, {eeavisdnpiS?ittoxkatitomittTt oCaenzyr
nebo MA" , ne vgak nakaptSadgibtainjpseti nhi bov&na pPS2tomno:
| i n,ijattcejdou EDTA nebo EGTA(Londesborough &arimo 1984; App a Holzer 1989;

Amaral et al. 1997; Soto et al. 1998)

PSi podrobnhDjg2m zkoum8n?2 mechani s mu, kterl
akumulace trehalosy kwvasinkach rodis. cerevisiaeb y | oz j i nget pd$h2ot, o ngneo svt i kat
Ca&" nevykazuji Athl ani pNth1t ®mRS §g8dnou enzymovmké adket i vi t u
koncentracek at i ofip Dt €abd §s gy en 2 pol oviny maxi m8Il n?2
sezvyguj2c2 se teMpd odywlua pPcSti % e bedpQefiv® kKtceBh@wio s t
1le Ma pSi t°@musetatbyd koAcentradea t | QGEhz V[ g e20aMnpr o dosagen?
poloviny maximalni enzymové aktiviggNthl (Neves a Frangois 1992)

Dalely | o pr oklgtziSsmace glevasni | n® neutr 8l n2 trehal

nakationtech Ci navg§zanlch pSes sp ¢cicd etcak P0030entoe bnT  mo
vazebnT moti v s éand(vznoarfzak 2, strj BBkvievo BF j e obsagenl
v konzervovanéCavazebr@ domén) . U kv a Siponbdézodpovidhjizak o or di nal n?2

vazbu vapnikuzbytky kyseliny asparago(®97, D99a D10§ (Franco et al. 2003)
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V p S 2 pNehd Zkvasinek rodiS. cerevisiase konzervovana @azebna doménmhoto
enzymu nachazi eblas t i pri m8r n2 | sedyknaMekorcieNthll 0z5. IEEhANS
motiv (sekvencel 1 4 T {viz Bbyazek 24, vpravd u m2vd t®D o1 jecvo®strukturou
velice podobnT m2siTinji n®t en §Davshesak BIGE2 BaBuetv § p n 2 k
al. 1988; Geiser et al. 1991; Amaral et al. 1997; Eck et al. 1997; Soto et al. 1999; Franco et al.
2003) Pro komr di nal n?2 va?lsouphkat nnakihoRyEebnev® zbytky
um2stNDn® na konzervovabli4DilepMliS8ia®236h t ohot o mot |

D114 —T-D-K-N-Y-Q-I-T—|-E-D1?5
1 2 3 456 7 89101112

Obrazek 2.4 Uskupeni helis my {hddba tzv. EFhand motiv je konzervovéaru velkého

mno ¢ s tvazébngtha pr otheil n K -&Iuit ), mdd Sz e lkarnM)o.nt S CA® m:
EF-hand motivu t ev® | §sti obr §Beiget ab3002p Yoreavw@atijoe zst ug
model a primarni sekvence Bfand motivuzNthl. Prok oor di nal n2 Vajsbu kati o
rozhodujici aminokyselinové zbytky D114, D116, N118 a U#% st Dn® na konzer v
pozcich tohoto motivuModel byl vyroben pomoci progranMiodeler veze9.12 (Eswar et al.

2007)n a z § k | a dBB-hasid motrukkalniodujiru (PDB kod 1IEXR)(Wilson a Brunger

2000)

PS i v T zekitralmiutrehalas z kvasinek roduS. pombeb y | oz j in@razdiin o , ge
od neutrélnich trehalas z kvasinek ro8u cerevisiaea K. lactis n e z veysgpji gnzymovou
aktivitu vp $2t omn o st f (Léndesborough & Var®e 1984; Amaral et al. 1997;
Franco et al. 2003) Avwsgdaek nNDejhakasuzer zm2 nNpnsinchg ud reu hsTv oK i
aktivitu vp S2t omnosti chelataln2ch | #rsodwlS2 pZdB se
neutrdlni trehalasy S. pombes p2 ge e iategcdini§ I & dktivni formy tohoto
enzymuPSi dal g mt wHaetkumenzymu byl a -halimowgna pozo
ktery byl objevenn e j dSniewtréinich trehalas z kvasinek ro8u cerevisiaea K. lactis
(Amaral et al 1997)a n 8s | e d h @2 ¢, ktanyani byl S[ pombeCandida albicans

Aspergillus nidulansa Neurospora crass§ d 6 Enf ert et al . Btmb 9 ; Eck
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1998) Ni cm®nN pSesn§ funkce tohoto madzébnych nebyl a
proteinT, j ako j.,es enaped?tkol awa zkeablnmio dmpérdéctiav vy s kyt
vyznal uj e s e kooper a?.iPokud dojdeanmticozub yk & Ti oknytsTe | Ca

+

asparagvi ch na &kl 2] ovich pozic2ch tohoto® moti vu
dramatickys n2 gena, vadmhelo (Raskdneégal. 1999) Nav2c byl o prok§z
kyselé aminokyseliové zbytky ngozicich 3, 5, a 9 #Fhand motivu zastavaji také
rozhoduj2c?2 rol i*nmSit end ob Mok d oki.yostt$Ti namD e B a miy
na tNchto pjoegjiicéltht Dew® Wl 2zkosti dochgz:2 k p
(Starovasnik et al. 1992; Chandra et al. 1994)

Neutralni trehalasypochéazejici z TznT c h d r u hefou zbywka skyselirg k
asparagovéakonzervovanyctpozicich1, 3 a 12 wamci svéhoEF-hand motivu. Vp S2 pad
neutraini trehalaspochézejicz S. pombéby |l o poprv® fyzicky dok&z8&no,
opravdu te®gdo meazymnophE&mstmede2s afinitou, neg
ukal modul inu). Nav2c pomoc?2 c2len® bodbov® mut a
vg8g?2 na neutr 8l n2 trehal asu opravdu pSes zbyt
v EF-hand motivu. Vo $2 pad N neschop rdmucd o wheumatni trkhalasy ont y C
pochazejici &. pombek e ztr8thN enzymov®Siakt®votywtudie S
dosagenich visledkT dowmht vRLUj 2 |ébkstyikwait2tinm ntdyee HCams
ned?l nou soul| 8§st? aktivn? formy tethotdd) esmrzy mu
skutel nost €avage bana®dnyn2wt D mNDly za n8sl edek chy
a ztratu aktivity(Soto et al. 2002; Franco et al. 2003) P S e d p @kini&anga neuea)ni
trehalasypochazejicz S. pombe v o $S2 di me r {LongesbbroughtarVarime 1984;

Soto etal. 2002) Zd§& se tedy, “gjeprevckvizibiaprok sivoiaktivadi T Ca
neutralni trehalaspochazejicz S. pombendukovanou glukosou a stresefetakémo g n ®, ¢ge
jetentoenzymnejpnieosf oryl ovs§n, al e d°gtaknehisshepninvao ®iNj nen
oligomerni formy(Franco et al. 2003)

Po zji cktthrnw2a,cegea raehal asy zpTsobeIrB&erevigage!l ot n2 m
j € podm2 nMm2am oadrsdagmennn2 ho i nhphbtWbranidasfer@atio pr ot e
tohoto enzymu pomoci PKA a jeho redhé aktivaciDe Mesquita et al. 2003B vy | navr gen
model regulace neutr 8l n2 t7 &tbratalamje fogforylacs t Sedni c
(prost Se d'kalnodulintlepend@reni proteinkinasy) tohoto proteinu asociovaného
sneutralni treBlasou Tato fosf or yl adseciacineGektbravéha roteinn du k uj e
zestruktury neutrélni trehalasyt 2 m u mjejfédiorylad pr o st S eRKA.iJetedy 2 m
pravdiDpodatony®Cad" g6i kregul aci akt i wochagejicineut r §1 |

z S.cerevisiaefunguji vsouladu scAMP-depeneéntni signalni drahoSouza et al. 2002)
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AvgamkS2vpadhD neutr §l n2zStpombe@hmastye npomrm&vdePpadobn
jednoduché&r ol e kati alna JenC& na p Svivin@jich vezyrnatentou r n 2 m
enzymBylotakéd ok §8z8no, ¢ge stvaxdhmn®@Ro imaetgaijta IKClaz ]| o
tohoto enzymu vyvolanou stresefiranm et al. 2003)

PSid al (vyzkummch¥%| i nk T k & na enzymnopou &kdivitu Nthl pochazejici
z S.cerevisiaep Sin vitro pokusechpyla pozorovana pouze mirna aktivace pNthl kationty

Cd& a ¢g&8dnlT efekt na v.ZNagrok toroul & tgiowneea en 2 prh o stt Qerdn i
protei3dBTj @4 mnobBewgpordmanimankt i vac2 prost S&dnictv2m
kter8§8 je bRgnTm zpTsobem akjtiinvilacche dur uthiTe hoarl gaasr

(Veisova et al. 2012)

N a z8kl adh p r obyle dyslovény ¢ a | &giep dit Bz y 0 dvou odl
mechani smech, jakT mi je aktivovgmB3emzkmatpNnhT
Cd". Cavazebna doménhithl obsahujici EFhand motiv vazajici kationty CAj e um2 st Dna
mezi katalytickou doménouohoto enzymua N-koncovou nestrukturni oblasti obsahujici
fosforyl al n?2 m2sta pro PKA334iz gbedzek2ns®.13mot i vy p
Diky tétopoloze C«¥ azebn® dom®ny, se pSepomkT@@etlaba] me v
z p T s anmdulovatinterakci mezi proteinem 133 a pNthl a ovlivnit tak také enzymovou
aktivitu pNth1(Veisova et al. 2012)

2211 Funkce trehalas u savecT

U savcT vietnhD |1 ovhDkree mbyl§an §tcthe rs(Dibigesn 2 wa | &2 e
1968; Bergoz 1971)kde katalyzuje hydrolyzu trehalosy ziskanégatravy. Avgak je nutr
zdTraznit, ge pSeS2amogen | er atkrtdhcklyoswaguwdy pS2ton
pSij2man® potravou jsou velice n2zk®. Typick®
neg 6 g toh@wlaetd.iPd8%) c Raorliedwst Sevn2ch trehal as by
souvi sl osti me z i pr Tj movT mi onemocnin?2 mi a tre
jedincT. adie feihamil asmwer byl a nalezena napS$2klad u
ves v Nt ov ® [ice wachidadrzarovoeaNohejlova 1973; Ruf et al. 1990; Arola et al.

1999; Murray etal. 20000 Sn2 gen® aktivity stSevn2?2 | aktasy a
zavislych nanikotinu (Kaura et al. 2001) Vzhledem kmalému obsahu trehalosypvot r av D byl a
vysl ovena dal g?2 teori e o nmkgn®& at unkpait ogeaffalos
trehalosu. Jednim riich by mohl byt toxicky trehalosg6-d i my kol §t bamDd G@®nT v
st DnD Myadbdcteiunm taiberculosis(Kohimeier 2003) Trehalasa byla také nalezena

vmenbr 8n8ch bunhDk kart 8] ov®&heod vli enmus apwrcodx i nfi8ul nnk?2cceh

viomto org8nu nebyla doposud plnh objasnDna. F
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viedvingch se pSedpokl §d§, ge s egldmerdamibd as a %l a
filtrdtu (Sacktor 1968Yoneyama a Lever 1987)

2212 Mogn® vyugit2 vliastnost?2 trehalosy a t1

Akumulace trehalosyk vasi nk§8ch m§ vel kl viznam pro rTzn
trehal osy v pekaSsk®m drogd2 je kritickIm fak
skutel nost i jaozornosy, aen@maas ohiedeaMnbnr obu i nstantn2ch

kvasnic (Gélinas et al. 1989; Nwaka a Holzer 1998kumulace trehalosy také koreluje se
zvigenou schopnost 8ehydrath@ (nebb 2zmrakenia Z itohe kyplypdo
potenci 8§l nRD ni gg2 potSeba obsahu k(@imetiahek ve v
1986; Gélinas et al. 1989) Genet i c k ® tehalasmi maedkea Ss&®hm dr ogd?
pravdhDpodobnhD ugitel nim pS2 nengymaticky reaktivhimik ov an ®
formami trehaladNt h | a At hl vykazuj?2 u kWVandDicketll vygg?z 1
1995; Kim et al. 1996)

Kvasinky s neaktivn?2 trehal asou At hl se uksg
ustanovilo dTl egitT mKikmteah 2996) Rezistence k etharolu jep i v a
rozhodujici vlas no st 2 kvasi ngkvpwargdivatniZ havvinaSst v?
alkoholu jsou omezené ethanolovou toxici(Benitez et al. 1996)

Schopnost trehalosy zachov8vat a stabilizovat
protil 8tky, | i® \ifrovjai) la npotdrTalveigniyt T m sachari dem,
v rozvojovych tropickych zemich, kde chlazeni a elektrické napéjeni jsoprel e h|l i v ®. Pat

by tedy mohla pSispht k Segen? mnoha ekonomi ck
vt Nc ht o(Nwakana?Holter 1998)

PSedpokl §dang dTJlegitost trehal osyutaké jej 2 h;
inspirovala k synt®ze inhibitorT t (Beckeadtas, kt e
al. 1996; Nwaka a Holzer 1998) PSi vTi voj i i nhavibviytSergle ntyr ephrav na2s
struktury neutralni trehalasy pattejici zbakteriiE. coli (Gibsm et al. 2007)

Kryoprotektivn2ch vlastnlo®kasdtrwzhstabizgey2 K lea d/ yh
monokl ong&8ln2ch protil &t ek (BlpkBley etjak 1990)Ttehalbspof y 1 i z a
se tak®p8svBtdbuhadob®mazsdkVv & vI§oFahezmeaz 1096 mbr y 2
a savlzch bunBDk [(Beattid etkal 199 Kkdye ;hr oi knazzualtienn nND  zvy g
ng§slednou ¢givotaschopnm3hNmilkolknan$Stabielmbzal2n?2i
trehal osy biyd §ir gprSemloasretrac2 ch t k § Bawivesd Dhtf abhe
napsech. Gt N matokuuobsahyjecim®@0OV trehab s u , kter® byly dl o
skl adovs&nyi8pSG, trepdloeadinND vykazovaly nejen | ep¢

<
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nevyvol 8valy negati vnAeptSPdamsnmloarntial nfunnsakpa e
(Yokomise et al. 1995, 1996)

U obratlovcT, vlietnnD Iid2z, byla trehalasa nal
nNkv®8imn2vaj?2, bdued omTcgneu bviytugv t a j ako di agnost
on e mo c n N(Berget acSdcktor 4970;iMa et al. 1993)D a lagu2tnavicp Sedpok | §daj 2,
gentai st r es ov 8ITHL aNTK2nebo ocleranifa funkce trehalpsyohou najit své
Vyugi t 2 depr&inebo @durbdegenerativnich e mo ¢Nwhka & Holzer 1998; Kara
et al. 2013; Sarkar et al. 2007)

2.3 Proteiny 14-3-3

Proteiny 143-3 pochazejix ysoce konzervovan® rodiny kysel]
kt er® pom8haj2 svim vazebnim partner Tiu zast §v a
et al. 1995; Xiao et al. 1995) Ke sv®mu neobvykl ®mu j m®nu pSi gl
prot éhiovPz¥ m mozku. Tento protein na gelov® per
frakcislednégpkSiobm& ® gel ov® el ektrofor(@®aocease nach:
Perez 1967) Proteiny 143-3 ovliVvRuj 2 p r o-gratetheviich iintetakcP m pr o't
vli astnosti a funkce stovek strukturnnD a funk|
proteiny 143-3 st al y k1 2mnmwilamib umrR§ Inil csh procesech, | ak
kontrola bunhRD|ln®ho cykle,| apppe npwaRcsa.gg&d takrec a
nNDkter® proteiny j33oaktivovddy kay stahiizoeahye jiné@ Son jini 4
inaktivovany(Aitken 1996; Fu et al. 2000; Pozuelo Rubio et al. 2004)

2.3.1 Isoformy proteinT 138

Proteiny 143-3 j s ou exprimovsg8&§ny ve vgech eukaryoti
vhNkolika rTznTch vysoce bkdrkZBerhv orvaesbiddmsibn irsoodfuo r
bylo identifikovgno 1533.TzBdRky gscaefensadmb spar hout j e2i
isoforem proteinu 18-30znal enT mi p2smeny Seck®Wapacedy: b
Shakes 1996; Rosenquist et al. 200gproti tomu kvasinky rod8.cerevisiaevlastni jen dva
geny pro proteiny 18-3 (genyBMH1aBMH2) . Jej i ch oznalen? je zkrat

Brain Modulosignaling Homologu@gzan Heusden et al. 1995)

2.3.2 Velikost a strukturapr ot e i-x3[ 14

Prvn2 krystal ov® st rasket uB-y04 uaksxdlcy, pje@teyvnd
maj 2?2 dimern2 charakter a vys o e38sepahybujekoBlonz2 st r ul
30 kDa a jedn8&8 se o molekuly, kt er(Buetal.oS2 st at
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1995; Xiaoetal. 1995) Pouze s a w3320 iuspoSfeodrnmoas t1RAUj e t vor bu ho
vgechny zn8§r& pnohtoai vyt¥vgESet | ak h(Wikerdti mer y, t
al.2005) Kagdl monomewnvz2s$eée skitiEal@irxal e( th2iciher)U, pSile

proteinu 1433 vy kazuje specifickl poh8rkovitl tvar,
kanal obsahujici dva amfipatické ligamda ze bn ® ¢gl 8bky, kter® jsou tvo
a H9 (viz obrazek 38) . Centrg8ln2 kan8b dogabRNuje pd®i khi @5N

35A a hloubka 20 A(Obsil a Obsilova 2011)

Hé

Obrazek 25:St ugkovs§ reprezentace Kk eiysl#3a3leco v ®K asgtdrfu k t
zmonomer T je vybapvawm®mi moonomarvojusol¥ vyznal eny
UGhelixT H1 ag H9. Obrgzek byl vytvoSen pomo
naz 8kl adnN PDB (Gbsiretak20@ly v 11 B1

Molekula dimeru proteinu 183 j e povagovs8§na za velice rigid
ng§sledek rozs8&8hlTch interakc?2 mezi hel i xy. Dop

pSi porovn8n2 strukt ur-3-3agahokomp@iu@nynd prareeenu pr ot e

Tato strukturn? rigidita | i-33fungovat fako pakdsir n N u ma
pl atforma nebo podp Tdochag kk mA s D r 8 k clevazelmgly kit e ®
par t (raffe R002) Je zn8mo, ge vysoce konzervovan®
centr8lnzho kang8l u, na rozd?z2| 0 dovrchb pradetnt 2 v ar i a
14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011)Nejvice flexibilni oblasti je @ oncov § | 8st , kter 8§
nejvice variabilni oblasti mezi jednotlivymi isoformami-38 . Prg8vn tato obl ast
flexibilitnNn a pS2tomnost. negativnhD nabitTch

kl 2] ov@ulpaoi reazebnlch vl as3h@rsong et al.s20020r em pr
Obsilova et al. 2004; Silhan et al. 2004; Veisova et al. 2010)

Vsou| asn® diobfozisoiu ktruktury vgech-38.edmi lid
PSestoge struktura tRchtmS2 padDiX@smatariyave! i ce p
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tak jejich forem vazanychpr ot ei novIich kompl exeanybyley ical
struktury (Yang et al. 2006; Gardino et al. 2006Jednotlivé struktury ukazaly rozdily

viel ativn2ch pozic?2chzmdanBarmer’Zhl| a8 vmeszeij 2acl?l@rha nm
D2ky t®to flexibilit-8 mo&hmat dliimearydyprrofzn &ho 1t
(Yang et al. 2006)

2.3.3 VariabilniC-k onec pro-832in7T 14

Maximalni variabilita sekvenci jednotlil ¢ h i sof or e-B3 sernachazii n T 14
naC-k onci ve flexibiln?2 obl asti dl ouh® pSiblign
prok8z8no, gkenec ploteiBuc 1BBlc @y kazuj e zvigenou vaz

knDkol i ka r@TEml ini @Teusny §tmla2002) Na z 8kl adhRD tohot o
pSedpok| Eddcogle €IibnNgek funguje jako inhibito
proteiny 143-3 a neg8douc2Smirukigaady ohoto YWseku nen?
soul 8st?2 g8§dn® ze zn&§mlich struktur, patrnhD d2
C-koncovy Gsekjem e p S2t omnosti v h o dligaRdwvoa zleibghna®mitliug | Brb2ksut N |
etal. 1995; Truongetal. 2002) Tent o pSedpokl ad byl potvrzen sg
vhodného liganduj€-k oncovl YsekvayebDa®RAo YybBbkukua jeho p
nahradi vhodny fosforylovany ligarf@bsilova et al. 2004; Silhan et al. 2004)

PSi vizkumu kvas®3d |(nBrothl pa oBmh 2)] @kbéheo zj i gt D
t Dchto dvou protei nakJonwlITr aizsno¥ oa-@BnpoghdZejaticad ch TC 1 4
zesl ogi tNjg2ch eukarkoontcieckprcbt eoirglanBsimI. a C Bmh?2
obsahuj?2 polyglutaminov® ¥seky)komeowd m@sfekn ko ot
Bmh zauj2m§ giroce otevSenou a natagenou konfo
um2 st NDn?2 a slhagerh2n ®d ¢Veishva b &.d2010) Je tedy mogn
pSedpok| &dantc,ovge | €s't k v a8-8 dikynslécvelikostin em§geT 14
fungovat jako autoinhibitor, ale pini jinou Glohu.

2.3.4 Vazebné motivy rozpoznavané proteiny 14-3-3

Doposud bylo nalezeno v2ce neg -33B30@&0mMnghad ot ei nT
znich obsahuje v2ce neg@33j epdreont evianzye b nNa vraact ipvS2pt
vazebnlch ¢l 8bkT v di3eruumomdiug leulsy upractn® mua vE4%
l igandu skrze dva fosforylaln? motivy | i i na
1433 je podm2nhDna pSedeg! ou oblastsniotvu ghsahujictho v a z e b n G
fosforylovatelny seriavy nebo threoninovy zbytekTento motiv je proteinem 133

specificky rozpoznan a dochazi ke vzniku prof@ioteinového komplex@Muslin et al. 1996;
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Tzivion et al. 1998)Doposud byly identifikog§ ny t Si typy opti m§8l n2ch vaz

jsou rozpoznavangroteiny 143-3:

Typ I R[ S|H]pSXP

Typll: RX[ S/ a][+] pSXP
Typ lll:  pSX.,-COOH
Kde pS je symbolem prbosforyl ovanl serinovl zbytek p S

aminokyselinovy zbytek, + jeébazicky aminokyselinovy zbytek a X znamenéa jakykoliv
aminokyselinovy zbytek gyjimkou cysteinu(Yaffe et al. 1997; Rittinger et al. 1999; Ganguly

etal.2005) PSestoge vNRtgina zn§&ml 8Bneseavazebbymbtivh par t n
obsahujici fosforyloa n T serinovl zbyt ek, existuj 2 t ak®
fosforylovanl threoninovl z b y Nadetyltransfe®asak | a d e m
(AANAT) (Ganguly et al. 2001; Obsil et al. 2001)e bo tr ans kr i (Blunetetf akt or

al. 1999; Obsiletal. 2003) Tyt o t Si zm2nNDn® typy vazebnlch mc
protoge jsou st8ldalodpj mivop8atyudimjodoryldaée ® sob s ah
nefosforylované sekvendgblasters eal. 1999; Wang et al. 1999; Johnson et al. 2010)

2.3.5 Mechanismusfunkce pro-82inT 14

Systematickl vizkuB3 fdopoceudprodleahniTl 1% ast
vmnoha nejrTznNRjg2ch biologickTch procesech p
owl i VRuj2c2ch vlastnost.i nebo naps§. bunD|] nou |
bi ochemick® a strukturn? stm8Be kumsgRukdvdtund
obecnh pSij fvimabralek B, sts 2§ (Qbsil a Obsilova 2011)

Prvni skupina zahrnuje proteiny -B43 , kter® svou vazbou pS$S2mo zj
zmNDnu vazebnTch partnerT. Tent oreguact dktavityi s mus |
pS2slugnich v&zanlch enzymT. Druh8 skupina s

sekven|lnhD specificklich nebo strukturn2ch moti v’
|l asto vyskytuje pSi regul ac2ch -phbonRlim@viokali
proteinl i gandovich interak®NA)Y nagZ® 2 n Bmds germkdk banpr ot
|l asto vyug2vsgn pSi ochranhD proteinT pSed defos:
t Set?2 skupidBavytoB&in] akdusi empminouéd/imefakce adnu pr
svich vazebnlTch partnerTizatier®uljei pry@ugeiveamwl @
et al. 2000; Tzivion a Avruch 2002; Aitken et al. 2002; Bridges a Moorhead.2005yi ¢ m®n D

pSesn® mechanismy tRchto interakc? a regul ac?
Nevihodou tak® |je, ge vhDtgina stiBBpachazin2 ch da
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zj ejich k lodtkynii eyntdtickysni fosfopeptidy a nikoliv n8p. plsn D akt i vn?2 mi

enzymy.
(i) PFima strukturni zména vazebného partnera Funkce
- Regulace enzymové
Target X
+ —_— o
QJ 0 —0
s 14-3-3
(ii) Maskovani vazebného povrchu - Regulace bunécné

lokalizace

- Inhibice protein-
protein i protein-
DNA interakci

&

Protein

gL 14-3-3 - Ochrana pfed
protein\ defosforylacinebo
. L i 9rONA /- proteolytickou
(iii) Zprostfedkovani novych interakci degradaci

- Stabilizace
+ — 0 o multiproteinovych
: komplext
Mirda 14.3-3

Obrazek 26.0becn® mechani s my33fPuoteik ¢48-3 p mP gndukavaf ) 1 4
konf or mal n?2 zmNDnu sv®ho vazebn®ho partner a; [
proteinu; nebo iii) zprdzshBmidk pP&e ¢Qbslmb u z me z i
Obsilova 2011)

Navzdory vel k®mu pol tu v33zylpdoposud pupligovdanyn er T pr
powe dvhRD stysikkKlumyr ezl i gen2mrilodmpneotvdixchh kpmet
sproteiny 143-3. Jsou jimi komplex 18-3 ¢ : AA [Ohslietal. 200lp kompl ex rT gov®
proteinu 143-3 ( GF14¢c) se dv DDma HdBeo(Taek& etlala 20l1) fDalrg2ge nu

strukturn?2 informace byly z2sk3§8ny-praemgvycl znnDj g2 m
k o mp | erotginy $4-3-3 . Byl takto prostudbwv&ns kmra ppd2nkina
faktorem FOXO4Obsilova et al. 2005; Silhan et al. 2009proteinem p53Rajagopalan et al.
2008; Schumacher et al. 2010) s regul al n?2 dom®nou | idsk® ¢ty
(Obsilova et al. 2008)ebo segulatorem Groteinové signalizace 3 (RGSEezabkova etla
2010)

Strukturn?z, bi ochemick® a bioinfor#B83tick® st

vykazuj 2 nNDkolik spolelnlTch rysT, kt @B ® j sou
v8zat sv® vazebn® partnery avniniakdvyimRoakemte j ej i ch
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rigidni charakter struktury dimeru proteinu-248 . DruhTm znakem je | ast §
vazebnTch moti¥83 paojpdon® mpl dkule jejich vaz
posledn2zm znakem | e skutabhostnal ®eajt2yt av nmott3
neuspoSg&danich oblast2 tRchto vazebnlTch partnel
PS i porowv&m@inéh st r uk t3@rsamptnyaht g@jichn Jtruktdradni

vkomplexech$ osf oryl ovanT mi peptidy nebo proteiny,
strukiury proteirT 14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011) Tat o strukturn2z rigidit
ng&sl edkem r ozs §h| 48elixg prateihulid-H3t Riky dokne mhohom @roteiny U

1433 vytvgSet j akousi stabiln?2 foemovard fejicht  p | at f o
vazebnTl c HYaffe2002)n eDall g2 m spol el nBmjejejigcsdimarmipr ot ei n-
struktura, kterd obsahuje dva antiparalelni liganrdd z e bn® §l 8bky. Prgvn to

rozhoduj2c2 pro spB-3 Byloobjevehou nke i mmpaotod evamZebnT ch
protei3BPbdahuje jeden nebo v2ce vazebnlch mo t
nav 8§z §nyjediomgidandvva zebnlT ch ¢l §bk T-33dJomsonetalpr ot ei n
2010; Kostelecky et al. 2009) Byl o prok8&z8&no, ge dvojithnD fos
naproteiny 14-3-3 smnohem vygg? afinitou neg totogn® pe

fosforylovany motiv(Yaffe etal. 1997; Kostelecky et al. 2009Tyto vysledky podporuji

hypot ®zu, ¢ge jeden z vazebnlTch motivT mTge fun
bezpodm2nel nlD nut n®-3p¢raffe2002y b Dr o ®p méseéeionyvykaz
afinitu pro proteiny 18-3, j e pravdBDpodobnhD neschopn® samo o
s proteiny 133, ale jeho pS2tomnost je potSebn§ ke =

proteinu navazaného na dinmoteinu 143-3. Byla také stanovena minimalini vzdalenost deset
aminokyselinovich zbyt KKsteleakyzetal. 2009ni t o dvhlDma mot |
Dimer proteinu 18-3 mTge soul asnhD v8&§zat tak® dva moti v
vZ2ce vzds§gl en®. Npa$2Sp akd I dd vj oak of urok |jne2 csh dom®n  t
FOXO (Brunet et al. 1999; Obsil et al. 2008bo UAANAT (Ganguly et al. 2001; Obsil et al.
2001) Takov®t o typy interakc? se pravdBDpodobnnn
vazby, ale tak® umogRuj2 konformaln2 zmRny al/n
(Obsil a Obsilova 2011Dimerni charakter proteild-3-3 m§ t ak® dTlegitT vI1zn
proteinpr ot ei novTi ch kompl exT dvou rTznl ch3. protein
Krystal ov® str ukt u33sAAKNATM{Obs# et 3. 2p0postHeATRaJou 1 4
(Ottmannetal. 200 ot vr di | vy, ¢ e-3-3je schepny navazattaeimistitve siém
centr8ln2zm kan§l u dazdbnénopartackauMizybrqz®¥a 2.8 str@h ®h o v
a str.30).
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LastTm spolelnim znakem 33z ejbenTk$h? tpoamntonsetr Tv apz

m2 st pro tyto proteiny uvnit$S nestrukturn2ch c
nachéazeji naC- nebo Nk onc2ch pS2slugnich proteinT nebo t
domény (Johnson et al. 2010; Bustos a Iglesias 2006; Oldfield et al. 260&}ibilita a
pl astilnost nestrukturn2zch oblast2z poskytuje p
vihod napS2klad schopnost vazby jemmoukohtoi® vazeb
jejich vazebné afinity(Dyson a Wright 2002; Wright a Dyson 2009) Dal g2 m dTvode.l
provsl ast nestrukturn2ch oblast2 ve vazebnTch i nf
dosahpolepsobnosti pSi hled&n2 vhodnTkanpakivisizebnT ¢ h
dokonale sbalenymi proteinyosnezenou flexibilitou jejich konformacéShoemaker et al.
20000 PS2tomnost vazebnT-88 vnmeoutsipvoTS&pram T photodil mys t
mTge sow¥inseyespS2slugn® prot ei 3§ kdpoostaSjeebnu?zj 2 A
uspoS§danhj g2 a (BsstosaalgldsiasiPpo$P? Ve hir kkkompl exT dopr
uspoS8§ds&n2m nestrukturn2ch obl ast 2 do pravide
nevlihodnlT, a proto mus?2 blt wusnm@m2npoed&dlinc hp
podminek je vazba na proteiny-348 pr akti cky i de8l n2. Prg&vn tato
zprost Sedkovg&na tvorbou mn o h a pol 8rn2zch kont a
mTstkT) mezi fosforyl ovanT mi-33vaalgandvazébnym mot i vy
gl 8§bkem t o livaffe et alpl99@; Ritingar et al. 1999)

2.3.6 Krystal ov® str uk33dsmpy nddr dtuenikd W21 vazeb
partnery

Jedn2zm typem mec {38 motshnuu %l i wkwo |184n 2 konf or ma:
molekuly svého vazebného partnerapt §vhD takov®mpSjpadNDdoahlBy2pwnvo
143-3 ¢ na sNearcoettoynlitnr ansferasu (AANAT). Tento enz)
skupiny zacetykoenzymu A (acetffoA) na erotonin, za vzniku Mcetylserotoninu
(prekurzoru melatoninu). Voln8 AANAT je nescho|
je velice n2zkgsg. Po fosforyl a%3ic, AANATafa nn §sal et
enzymu ksubstr 8t u mwvohlgar &s oab ndldiveci (Gamgullp 8taP 20K1)

St ukturn2 studie uk§8zaly, ge porovrm@&mAym neakt.i
substr8tem doch8z2 ke konformaln?2 znobBastd 18 ami
dlouhého ohybu struktury pAANAT(Hickman et al. 1999b, 1999a)fato reorganizace

mol ekuly PpAANAT umo§Ruj®oA ead nda&kl en asvt§rzwgknt2u rancle t dy
misto pro serotonin. Krystalova struktura proteinového komplex8&-34 : p AANAT odhal il
ge pPAANAT je navg8z8na do c dha33re8lan2jheo dkragneSn au nda
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diky rozsahlym interakcim s ligandaz ebnT m ¢l §bkem a dal g2 mi | §st
proteinu 143-3 ¢ ( vi z .70(0ObsiBet &.k00R) Tyto kontakty zahrnuji oblast ohybu

PAANAT, kterA mdl ®h &8 konf or mal n?2 zmDnND vyvol an® vazk
kompl exu naznal38jsce,ovje vRrugteeisn rlukt uru pAANAT
do konformace umogRuj2c?2 opti m8l nz wvazbu subst

prosubstatvp S2t omno sl#33 gp.r ot ei nu

Obrazek2.7St ugkovi model krystalov® s-83akdyvdmp kompl
molekulami serotoniN-acetyltransferasy (AANAT). Dimer proteinu-38 ¢ j e zn8zornh
zelenD a strukt ur ap AFAONSAfTo rjyel oovzanna® heon ae ncziyhnmiuo v o u L
v PDB uddglendhem 11 Bl (Gbsilletal 2001p Sevzat a z

Enzym AANAT je pS2kladem proteinuprotekt er 1 obs
14-3-3 kter® opbhaniflumk| n2 Kkatal yti ckoukortiom®nu. P
(sekvence RRHpTLP) a druhy motiv je nek@nci (sekvence RRNpSDROOH) (Gangily et
al. 2001, 2005) Strukturn?2 a biochemickg 8§ data naznal L

proteinu 143-3 ¢ p Si | emg vyug2vg§8§ oba zm2nDn® fosfory
N-t er mi n81 n2 k on e cterminamifobdil et dl.n2001;iGankuly retealc 2003

tedy mogn® pSedpokl §dat , ge tento mechani smus
vysokou afinitou, ale tak® je patrnbD wvelice

ovlivnhDn?2 sv ®h o(OhsihazObdilavae?Bld) par t ner a

Dal g2m pS2kladem mechanismu regulace enzymove
1433 j e interakce t oh @arigenem eldBa. IFlarigem jehsyntetigavéamt e i nu

viistech vygg2ch rostlin a n8sl| endkidindukugnsport o
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kveteni,Pr o vIizkum tohot o, , meehaniEmubyhsudopio komplexe n ®h o
florigenu Hd3a s T gov 1 m p r-33t (BFl4ck (viz dbrézek.8). Vysledky tohoto

vizkumu odhal i 3-8 zde lirai tlghu imttaceiularyiho ésdoru pro florigen

(Taoka et al. 2011)Vn &8sl eduj 2c2ch |l etech bg3oumo®REzEno.
interakci florigenu Hd3a sr anskri pl nzm faktorem OsFDI1 t 2 m,
simult8nnhD. Tvorba tern8rn2ho Kaokepetle2f18) j e kI 2]

Obrazek 28St ugkovi model krystal ov® strukB883ry kompl
(GF14c) se dvDma mol ekul ami -33|1 grei genmfSw oHdhIan. z@il
struktur a fosforylovanTch florigenT Hd3a jsol
Protvobu obr 8zkT byl pougit program PyMIBL (www. p
(Taoka et al. 2011)

237 I nterakln2 dosah zpfnobB88T vazbou p

I nterak]| n?2 r oz hr3#Bn2a njeezjii cphr ovtaezienbyn T 14 partner
pouze oblast ligand azebn®ho ¢gl 8bku, kam se v8@g2 obl asti
vazebné motivy pro protginl4-3-3 , ale tak® oblast vnBhD centr 8l n

1433. Je tomu tak nap SR-dcetdrdnsferssy (AANRTfGangalcet ser ot o
al. 2001) kdy protein 14-3-3 sv o0 2 vazbou zvyguje aktivitu 1
enzymu. PSi v&% bdo phrSHz2eiker sIHANAK takévbiiZkosti z mDn § m
aktivn2ho centra tohoto enzymu, kter® je vgak
1433.Kanal ogi ckTm zmhDng§m da4388§ n2a pRil geapbptei atye
vhnagi ch | adowjmaNthd, RGSS fa fosdcin (Pdc)(Rezabkova et al. 2010, 2011,

2012; Veisova et al. 2012; Macakova et al. 2013; Kopecka et al..201ZmNDny st r ukt ury
proteinT vyvol an®3 se takélpmjevujiperbd taesitrewc hl1 oo mNDr nN v z
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odvazebn&o motivu proproteiny 143-3. 2 t edy mogn® tvrdit, ge int
1433 a jejich |ighandyapSkersiach|j @l Kk Bstohot o pr o
vi mDny spojen® MS byl o-3p interkgdjz $ moymi vayebnymir ot ei n )
partnery i pSes obl asfsbutambmasi eji 6hec®njsdlunzze\
konzervované a nachazejie Mm@l Uxech H6 a H8 (vnhD centr 8§l n2h
obl ast ? p S iproteiny 148-8 a kindye@h bd t v pozorovanol epedifitm  pr o
proj ednot |l i v® i s-88 o ntnakcigejichtigardy Favity S2 padN RGS3 a
takéPdc vazba-3reternTkyY4blokuje vazebnl prostor
jejich interakce $ ej i ch dal g2 mi wabzoeub npl i p apdaercthn etryyt.o Vst e
ovlivRuj 2 s-koadovowRdoméhu Pas and RGS Moménu R@S®silova et al.

2014)

2.3.8 Nthl jako vazebny partnerpr ot e i-3[ 14

Kvasni | n® i sof38(Bmpgl aBmiiRt ¢ ismoTu vy soce homol ogn?
regul ace rozhoduj 2 c?2 kvhasinkagh@an dléusdgn acStebnsrha 2Q06;0 c e s T
van Heusden 2009; Veisova et al. 201Bjoteiny 14-3-3 interaguji sNthl fosforylovanou
pomoc2 PKA a wd&nirfalni odas(Zahringeresf al. 1987; Panni et al. 2008;

Veisova et al. 2012)Sedi ment al| n? anallza prok8zal a, ge o
143-3 t v o $2 roteino@ébkoniplexy sNthivmol §rn2m pomRru 1:2 (pN
1433)a @ge disociB@)néhoaktomskamplaexu je pSiblignn

enzymov® akti vi tkjivadepNthbp roodshtad eednnoi,c tgve? #3jeaz by pr c
mnch e m %! i rsmovdanig$ aktivaei spojenouvsa z b o u K&t NadentDB e n 2

enzymové aktivity mutantnich forem Ntirivitro ain vivon a p o v 2 seanp\& zbytky 60

asS83pri m8rnhN zodpov2daj?2 za fosforylmlprdtzgwniTs |
14-3-3 (Veisova et al. 2012)

Jak bylo popséano kapitole 2.3.2 proteiny 13-3 maji dimerni strukturu, ve které se
nachazeji dva antiparalelni liganda z e bn ® ¢ | § b k y ,-3-3k tuenmmo®) Rourj @?t esi onuTl ma s:
vazbu dvou v a(Kestelackycehal. 2009; JobriFon et al. 2010)J e z n § mo , g €
mnoho vazebnTch Barohsaffupeoteaniietid v2ce vaze
proteiny a enzym Nthilt alkowirahigpmetead 2002) j edn2 m
Minimalni vzdalenostmei d vvazelmymi motivy pro protein 143-3 , kter§8 umogRu
vazm pS2 sl ugn®ho proteinu na -83% 0N s walpEedbsetd m2 st a
ami nokysel i rikosteleckhet a.2§0dktTohot o dTvodu je tedy pl
ge S60vANtBB3tvoS2 pr&§vhn t akoptmalnivdzetmy mdtivd f osf or

provazbu proteinu 148-3 . Na druhou stranu je velice pravc
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zesekvence Nthl S20 a S2fterd jsou aké fosforylovandin vitro pomoci PKA, vazebny

motiv proprotein 1433 nevyt.v §3BEyédem pro toto tvrzen? j e,
pozorovana vazba proteinu -B43 na peptid obsahujici dwnasledujici nebo velice blizko

pol ogen® f osf oelinpvé abytly(FriRet ad @000)\oskuladus out o s kut el nos
byl o i experiment 8l nD potvrzeno, ge mutantn? f
S21 nebo obou dohromady nevykazovaly vysokou afinitu pro proteidy3ldn av 2 ¢ u t Dcht c
t $2 mutantn2ch f or e miedngyhoa aktisitmPSenamnesiicepnét
1433. Podobn® visledky byly z2skan® tak® pSi al
invivo, kdy byla aktivace prokadzana pouzemutantnich forem Nthl S60 a S83, ale ne
uS20+S21(Veisova et al. 2012)

Protoge vgechna fosforylaln2 m2sta @B#8o0o PKA a
se nach8zej?2 nkhoneuspPpoBEdan®mkHtal yti ck® dom®n
ge katalytick§8 ydloam®n ap dimhohcl?2 aP KAo snfeozrvy guj 2 enzyn
pSilinNn2zm, ale ¢ge aktivace je sp2ge visledek
1433 na enzym Nth1l. Tyto zmDny pravdBDpodobnh o
Nt h1 a us ntigadi Bnzyme(Veisoveket ah R012)
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3 Cile prace

HIl avn2m c2lem pSedlogen® disertaln? pr8ce |
regulace enzymové aktivity neutralni trehalasy (Nth® Saccharomycescerevisiae
prost Sedni ct ¥2am kk ats irpioteimR4#3B a(Bmhl). Prace se zabyva
strukturnmi zmDnami na proteinech NthpSat Bmrhdstpio av
nepS2tomnosti Jeabi bhta¥n€aexperi ment 8l n2 pS2stu
cilenAbodovamut ageneze, mNSen? enzymov® aktavity, C
( H/ D) \al mddmeami c kspojerd shendto®m 3pektrometrifMS), malouhlovy
rozptylr e nt g e n o SAXS) a krySt&agnafte.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

1) PS2prava, exprese a purifikace mutantn2ch f ot

2) Stanovenienzymovétk vi ty mutantn2ch forem Nthl v Zz8vi
Ccd" a/nebo proteinu Bmh.

3) Ur]lenz2 viivu jednotlivich mutac? na strukt
dichroismu a diferen|ln2z skenovac?2 fluorimetr.i

4 OovhnSen2 vazby pr olive muaftni ®mg Nthlnpamogi andlyticke
ultracentrifugace a nativni TBEAGE.

5) ObjasniNDn2 strukturn2ch zmBDn v ra&khemickéhmol ekul vy

Z e s 2spojeryndi s MS za nasledujicich podminek:

a) Nt hi1 v pS2tomnostti TECamepS2tomnosti kat
b) KomplexpNt h1: Bmh1l v pS2tomnost¥ a nepS$S2ton

6) Jaky vlivmavazba Caa/nebopNt h1 na strukturn2 zmRny v mol e

7) Strukturni studie proteinu Nthl, Bmhl a jejich komplexu pomoci malouhlového rozptylu
rentgeno® h o Z(SAKS).n 2

8 Optimalizace purifikaln?2ho protokolu a krys:i
10071751, Nt hl 15371 75 1pNéhl:Bmdvlnpl| exu obou protei:!
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4 Pougitl materi §l

41 Pougit® chemi k&8lie

agarosa Car | Rot h GmbH, NNDmecko

akrylamidi Ca r | Rot h GmbH, NNDmecko

anpicilin T SigmaAldrich, USA

ATP (adenosintrifosfaf) SigmaAldrich, USA

azid sodny SigmaAldrich, USA

bacto trypton (peptori)C a r | Roth GmbH, NDmecko
bact o yeast yexrakt)iaCatr | ( kRwoashn idmb H, NNDmecko
Bicin (N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glcin) T Merck KGaA NN me c k o
bis-akrylamidi Ca r | Rot h GmbH, NNDmecko

BIS-TRIST SigmaAldrich, USA

br omf en o li BignAldrichdUSA

citronan sodny LachNer , LR

Coomassie Brilant Blue R25071 SigmaAldrich, USA

destilovana voda vhodna pro PCRopBi o, L R

d hydrogenf osfiocPrEeNTPAan LdRr asel nl

di hydrogenfosf oriePEnNaTRA,sold T di hydr §t
dodecylsiran sodny (SD$)SigmaAldrich, USA

DTT (1,4dithiothreitol)i Ca r | Rot h GmbH, NN mecko
EDTA (kyselina eltylendiamirtetraoctova) Sigma, USA

EGTA (kyselina eftylenglykoltetraoctovaj Ca r | Rot h GmbH, NDmecko
ethanoif PENT A, L R

glyceroli LachrNer, L R

glycini Car | Rot h GmbH, NBDmecko

HEPESI Car | Rot h GmbH, NNDmecko
hydrogenfosforelinPaEnNTdA,s oldm T di hydr §t
hydroxid sodnyi Lach-Ner, LR

chloramfenikoli SigmaAldrich, USA

chlorid draselny LachNer, L R

chloridsodnyf PENT A, L R

chlorid vapenaty PENT A, L R

imidazoli Ca r | Rot h GmbH, NNDmecko
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IPTG (isopropytb-D-thiogalaktopyranosid) bioWORLD, USA

isopropanoll LachNer, LR

kanamycini SigmaAldrich, USA

kyselinabortd PENTA, LR

kyselina citrbnovA PENT A, LR

kyselina chlorovodikovA P ENT A, LR

kyselina kakodylové SigmaAldrich, USA

kyselinaoctovA PENTA, LR

Luria-Bertani (LB) agai Ca r | Rot h GmbH, NNDmecko
Luria-Bertani (LB) médiumi Car | Rot h GmbH, NDmecko
b-merkaptodgtanoli Car | Rot h GmbH, NBDmecko

MESi Car | Rot h GmbH, NDmecko

methanoif PENT A, L R

octan amonny LachNer , LR

octansodny PENT A, L R

octanvapenaty PENTA, LR

PEG 8000 golyethylenglykol 800D SigmaAldrich, USA

peroxodisiraramonny(APS)1 SigmaAldrich, USA

PMSF (fenymethylsulfonylfluorid)i Ca r | Roth GmbH, NDmecko
siran amonny SigmaAldrich, USA

siran lihny i SigmaAldrich, USA

siran nikelnaty (hexahydra)P ENT A, L R

TCEP (tris(2karboxyethyl)fosfin)i SigmaAldrich, USA

TEMED (N,N,N",N’-tetramethylethylendiamii)Car | Rot h GmbH, NRDmecko
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan)Car | Rot h GmbH, NBDmecko
TrisHCIi Car | Rot h GmbH, NDmecko

Vgechny chemi k8l ipabyly nejm®&nD | istoty
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4.2 Ostatni material

Amplex® Red Glucos/Glucose Oxidase Assay Kit nvi t rogenE,USAi fe Technol
BamHI (20000 U/ml)T New England BioLabs, USA
Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow (High SUBE HealthcareGv ®d s k o
100xBSA (10 mg/ml)i New England BioLabs, USA
desti | ky pr @4jdmekyisiti kapkyigCrsthljelSuper Cl ear E Pl at es,
pregreased Crystalgen, USA
dest i |hledani yvhodoychk r v s t a Ipodmiadikporaoci hobotu Crystal Gryphon
Intelli-plate$ 96 (3 well versiondpw vol. reservoir, sitting drop) Art Robkins
Instruments, USA
d e s t prolrelkime PCR LightCycleét 480 Multiwell Plate 96§ Roc he, GvIicar sko
di al yzal y2regerenoMané 8etuldéiySpectra/Por 4, MWCO 1214 kDa
T Spectrum Laboratories, USA
DNA Ladder 1 ki SigmaAldrich, USA
dNTPmk (10mM)i |l nvi t rogeneE, Life Technol ogi es, USA
DNA primeryi SigmaAldrich, USA
Dpnl (20000 U/ml)i New England BioLabs, USA
Escherichia colkmen BL21(DE3) StratageneUSA
Escherichia colkmenBL21(DE3)RIL1 Agilent Technologies, USA
Escherichia colkmenTOP10i | nvi t r ogen E, Life Technol ogi es, U
Escherichia colkmen Rosetta(DE3J) StratagengUSA
fluor escenl| n?Orhngg, Rrotein@Gel StaifSignxAldrich, USA
folie na96-jamkové krystalografickd e s tiiTlhkey mal Seal RTS$Excebeal i ng Fi
Scientifici USA
f.-lie na dtnePCR LightCyceadsa Sealing Foil R o ¢ hvgcarskG
filtry i SPARTAN 13/0,45 RGC Whatmar", GE Healthcard\ D me ¢ k o
Gel Loading Solution§x koncentrované barviyé SigmaAldrich, USA
GelREDMNucl ei ¢ Aci d Gel SBi@umUSA0O 000T (ve vodDn)
Chelating Sepharo8& Fast Flowi GE HealthcarelUSA
inhibitor proteas SIGMAAST™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets, ED¥Fee
T SigmaAldrich, USA
kolona Superdé¥' 200 10/300 Gli GE HealthcareGv ®d s k o
kolona Superdé¥' 75 10/300 Gli GE HealthcareGv ®d s k o
kolona Hiload 26/60 Superde%200pgi GE HealthcareGv ®d s k o
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kolona Hiload 26/60 Superd€%75pgi GE HealthcareGv ®d s k o
koncentratoii Amicon® Ultra, 10 kDa, Millipore, USA
koncentratoii Amicon® Ultra, 30 kDa, Millipore, USA
kSemenn® kyvetHel Qa3 , N mmam k o
kSemenn® kyv et Agilef $echhdogiéspUSAm
kSemenn® Kky v éroskopiip Stavna,GFA s p e k
kul at 8 sil i koni ¥YDXy022rBmi KHamptortResedrdh,2UBA a
lysozym (min. 1000 U/mg)if SERVA El ectrophoresis GmbH, NDmec
MonoS Sepharosa pr o k agrafic Arhecsivam Biostient@Gwn ®d s k & r o ma |
MonoQ Sepharosa pr o a mograiii Anesiam Bidsoddce@w®d £ho o ma't
Ncol (10000 U/ml)i New England BioLabs, USA
Ndel (20,000 U/mly New England BioLabs, USA
Notl (10000 U/ml)i New England BioLabs, USA
odsolovaci kolona Peptide MicroTrapMichrom Bioresources, USA
PfuUltra¥HF DNA Pol y me i Agdeat, USR, 5 U/ gl )
10x PfuUltrd" HF DNA polymerase Reaction Befi Agilent, USA
PKA (cAMP-dependentnproteinkinasa) Promega, USA
plasmid pET15b1 Invitrogen, USA
plasmid pET32b1 Novagen USA
plasmid pRSFDuet i dar od MgretMgr.Ev§gena BouSi , PhD. , NI H, USA
Precision Plus Protein Dual Color Standar&io-Rad, USA
10x NEbufferi New England BioLabs, USA
10x pufr pro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP)New England BioLabs, USA
sada96 aditiv pro krystalografii Additive Screeni Hampton Research, USA
sada pr o |iiGgnEImeE”PCROMEAAp Kiti SigmaAldrich, USA
sada pro izolaci DNA agarosového geluGeneJET” Gel Extraction Kit, FermentagU
sada pro izolaci plasmidové DNAJetquick Plasid Miniprep spin kit, Genomed
TGmbH, NDmecko
sada 9&rystalografickychs r 8 § e 0 2 ti &rystal Screen 421 Hampton Research, USA
sadh 96 krystalografickyckrs r 8 g B 0 2 ti néleXYHT i Hampton Research, USA
sada 9&rystalografickychs r 8 g B 0 2 ti MiklaBi Molecular Dimensions, UK
sada 96 krystalografickychr &8 § e 0 z i Marpheus’ MolecularDimensions, UK
sady 96krystalografickyclrs r § gr 02 i 8 K3 G I Qiagen, Niabzemsko
T4 DNA ligasa (400000 U/ml)i New England BioLabs, USA
thrombin (z lidské plasmy) SigmaAldrich, USA
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43 PS2stroje

analyticka ultracentrifuga ProteomLab" XL-I i Beckman Coulter, USA

centrifugal centrifugacgednolitrovychbakteridlnich kultui 8K, S g ma , NDmecko

centrifugaic ent ri fugace idZ380Helrenkd ep S eNdd MK o

centrifugal centrifugace sonikatu Z 323 K,Hermle,]NND me ¢ k o

centrifugal pro mkrozkumavkyi Mini Spin EppendorfN D me ¢ k o

centrifugal koncentre 8 n 2 pirEppenelarf®8DR, NN mec ko

hmotnostni spektrometr E&IT-ICRT 9.4T APEX-Ultrai Bruker Daltonics, USA

horizontalniagarosové&lektroforéza SigmaAldrich, USA

chromatograi FFPLGCAKTA, Amer sham Biosciences, Gv®dsko

inkubétor (37 °Cy MEL AG, NBDmecko

inkubator (18°CYy Lovi bond, NRDmecko

LightCycler 4801l Roche, Gvicarsko

peristaltickd pumpa ECOLINE VC-MS/CA4-12, ISMATEC®,Gv i car sk o

pH-metri 3505 pH Meter, Jenway/elka Britanie

robotpro hledani vhodnychk r y s t a Ipodmiadk rCtystahGryphoni Art Robbins
InstrumentsUSA

sonicatof 30007 Misonix, USA

termobloki typ BTD, Grant, Velka Britanie

termocyleri Mastercycler PersonalEp pendor f , NNDmecko
transilumirator UVT-14MiHer ol ab GmbH, NNDmecko
t Se phbaktekidnichkultui | nf or s HT Multitron |1, Gvicarsko

t S e prm kkknaavky Handy LAB® System, NBIOTEK, NB-205, Korea
vertikalnipolyakrylamidovéelektroforéza BIO-RAD, USA

vodn?2iMemmeer t Qmebkel, NN

vortex % Velp Scientifica, Italie

zdr 0 j napht 2  PowerRal” Basic, BIORADr Sthgapur

UV-Vi s absor pl n 2 Aglegne8ks3 Agiehtd ¢clonolagies)SA
spektropolarimetr-8 10 pr o mRNSen2iJasbo, lagoeskot r os kopi e
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5 Experimentalni metody

Vi zkum pr 88 ai nedirainil #iehalasy Nthl pochézejickvasinek rodu
Saccharomyces cerevisipeobihaM abor at ¥8ir oRNRy. Obgi |l ov®, PhD.
Z tohoto dTvodu byl o ve vNDiveyzakioibvaeéxkpnstruktyme nt T
zm2nNDnlichpBrptigeoffattl e zavedenT ch a(Obsbeati mal i zo
al. 2001; Obsilova et al. 2004, Veisova et al. 2012)

51 PS2prava expresn2ch konstruktT

Pro vyzkum molekularniho mechanismu regulace funkce Nthl a studium jeji struktury bylo
praveno nhRkolik rTznTch expresn2ch konstruktT

vazebnTch partnerT proteinT Bmhil.

5.1.1 Kl onov8n2 KkNITHISWTr ukt T

K pS2pravihD vDtginy proteinT Nthi1Vedfilkouby!| pouc¢
Ob gi | oDb.&GenNTHRKbddujici aminokyselinovou sekvenci Nth1 751 byl zaklonovan
do upravenéhmlasmidu pE¥T32b ( Novagen, USA) pomoc? restri k.
BamHI. Z t ohoto pl asmi du byla pSed jeho pougit 2
nasledujicichps e k venc i k - sbowj? cn2§ sdedtujpgac2ch histidinT
Exprimovany protein Nthl obsahoval sm Nkoncij i ¢ z ninfstidifovow Kotvu, navic
tzv. thioredoxinovou kotvu a m2sto umogRuj 2c?
Plasmidbyl n 8§ s | teadsforthovan dbakteriiE. coli kmen Rosetta(DE3)StratageneUSA),
kde probihala exprese proteinu Nth1l \(Weisova et al. 2012)

ZdTvodu znalnhD vysok® ceny thrombinu a pot S
mnogstvz2ch url enTch pro pS2pravu a n8sl edn
pNth1:Bmhlgp OM237Stop, jsme se rozhodli tento konstrukt umistit do nového plasmidu.

Prot ent o Wbrénl uprdveny plasmid pRSFDtet(viz obrazek 5.1, str40) nesouci
kr omhD s e k vkenonovoe higiidinovouNkotvu i gen pro vysoce rozpustny protein G_B1
a gthNDpn® m2sto umogRuj2c? odgtNDpen2 tohoto kol

proteasy. Gen NTH1 (pro aminokyselinovou sekvencii 751) byl dotohoto plasmidu

Zzakl onov8n mezi gt Dpn8 m2sta pro r etoruigkltre2 en
stejnich restrikln2ch m2st, kter§ byl3b pougita
byl o mogno insert pouze vygtRDpit pomoc2 danTlch
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Pfo | (37es),
Acl | (3674)

MCS1

BstAP | (3558) \ ". H’» j\%
g T? promoter1 }UZ
Mlu | 3324)
Bl | (3320)
BSIE Il (3152)

lac operator T7 promoter-2
lac operator

Apal (3131) Y
F'_.pOR.ﬂ | @127y~

RSFDuet-1

Hpa | @332 JI‘|‘ (3829 bp)

Bbe | (2699) \
Sfo | (2697)
Nar | (2696)
Kas | (2695)

Eco57 | (2474)

Alo| (2420

Xba [ (2414) -

R ]
o SFOH (1 552.24‘-1\ —

BssS | (1944) Peil (1782)

ATG AAC AGC AGC CAT CAC CAT CAT CAC CAC

\"Sph | (11654)
AfE | (1658)
Sap | (1666)

Btg | (69
Nco | 69
His-Tag
BamH I t108)
EceR | (112
EcolCR I 120
Sac 22
BspM | (124)
Asc | (126)
Pst | (135)
Sbf 1 (135)
Sal | (131
Vo Hind Il (123
VA Not I (1500
I Afl 11 (163

EcoO109 | (478)

——Bsa | (645)
& Fall 671)

MCS2
Nde | (298)
| Bgl Il 305)

~Bpui0 | (1102 Mfe | @11

EcoR V319
Nae | (326)
Fse | (328)
AsiS | 337
Zra | 344
Aat 1 (346)
Acces | 348)
Kpn | (352
Xho | 354)
Bae | (365
$-Tag

Pac | (429
Avr 1l (4343
T7 terminator

T Xma | (1248)
Sma | (1248)

Cla | (1429)
Nru | (1465)

AAT AAT AAC AAC AAT AAC AAC AAC AAC AAT GAAAAC CTG TATTTT CAG GGC GCC ATG GGA TCC TGC AGG CGG CCG

C

Obrézek 5.1:Schéma upraveného plasmidu pRSFBlueti P &pr av i
DrebByrokpid¥oéendoguRpa:
n obla®i Ckoace.aéNd kkonoi fuzniho proteinu se @xpresi wtakto
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USA) byl o naneseno na gel . Hori zont 8l n2 el ektr
Po vyjmut2 gellWV bsyvlibt | neong aitRd epnotdiuf iokb sahuj 2c2 DNA
pl asmidu. Tato oblast byl an?2n 8§isd celdnwg npaS epsmndo cvzy Sl
vyrg&bnn® sdGgl GErned&Ttion Kit (Fermentas Life
bylo postupovano podle navodu vyrobdée j d S2 ve byl ke gelu obsahuj
vazebnlT pufr v pndmwéhaguel L: 1v (nogo)j.e mN&§sl ednh byl
pSiepl 0it@0 50C po dobu pSiblignn 10 min. Pot® |
kolonku, ktera zachytila plasmidovo DNA. N8sl ednD byl a zachycen8 LC
eluov8§na pomoc? 40 el destilovan®iZeCdy ur| en® |

Tabulka 5.1:S| ogen?2 reakl n2ch smhDs?2-1pBsertuNTHIpMNn2 pl as
pomoc? r est kieakNcalaBamHle nd onu

Gt Dpen2 pl asimni d Gt DpenNTHIWE er t v
Chemikalie Mn o g s t ' Chemikalie Mnogs
plasmid pRSFDuet 140 ¢l insertNTH1 43 ¢
10x NE pufr 3 16 €1 10xNE pufr3 5 ¢l
Ncol (10 000 U/ml) 4 ¢l Ncol (10 000 U/ml) 1 ¢l
BamHI (20 000 U/ml) 4 ¢ | BamHI (20 000 U/ml) 1 ¢l
100x BSA (10 mg/ml) 1, 6 ¢ 100x BSA (10 mg/ml) 0,5

Nagt DpeNTHIbynilsep$el i gt Dn pomoc?2 komer| nhRD vyr §t
CleanUp Kit (SigmaAl dri ch, USA). Tato s addaocnemowdRuj e ryc
vl 8knovich PCR produktT od ostatn2ch komponent
pol ymerasa. Nej dS2 vnee nbbyrl8an uD Nk | noanvk8yz §an an Snsal e d n I
speci 8l n2ho pufru. List8 DNAibypyvan®| vod§nary
proPCR pSedehS8§i®m°ma teplotu 60

Ligacei s poj en2 dvojithR nagt Npeln @h on agntD)p epnlTars mindst
NTH1IWT,pr ob2 hal a pomoc? T4 DNA | i gdabgratotniNew Engl
teplothD po dobum§dvednhom$es noc pSi teplothD 4
tabulka 5.2str. 43 . Ligaln2z smDs ompetentnich bakte. aolrkmenv § na do
TOP10 (viz kapitolas.1.5, str.43) z2skan® kol oni5ml téhwéhoylBz ao| kov
médiaa zol ovan8 DNA n8S8ekedn®| ddrkbennoke.
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Tabulka5.2.S1 ogen2 | igaln?2 smBDsi pSi kl dnovg8§n2 NTHI1

Chemikalie Mnodgs
DD pRSFDuett 2 ¢l
DD insertNTH1IWT 6 ¢l
10x pufrpro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP) 1 ¢l
T4 DNA ligasa (400 000 U/ml) 1 ¢l

5.1.2 Kl onov8n?2 KNIHIs1tOrOurk7t5TL a 15371 751
Pro krystal ografick® %Yl ely b WTHL1 Op0Si7perlava ny
1531751, kter ® n-koncbvewankstrykttirni bagt Nthlr Bxprishované fazni

proteiny seskladaji z konzervované katalytické domény a NthQ 01 751 nav?2c obsaltl

Cavazebnou doménu.

Oba tyto konstrukty byly zakl onowyl8smigu RNDr . \
pRSFDuetl me z i m2sta pro restini klTre2nt ®n dod mwskri ea suy
jejich expresi j a kkoncovoi histidlirovou kotvoa,t navicrg$oce s N
rozpustnim proteinem G_B1l a gthRDpnl m-kanédest em, u1

pomoci TEV proteasy.

5.1.3 Kl onovg8§n2 KBMMHEWT u&ktgC
Proteny Bmh1 WIR37%op (R@hstrukt neobsahujicckConcovou | 8st prot

byly exprimovany jako fuzni proteiny obsahujici afinitni histidinovou kotvu na svécrii.
KonstruktBMHIWT byl ji g dS2 véerzarkil loomw vB8mgiRINDrau, PhD.
PET-1 5 b (I'nvitrogen, USA) p omoc? restrikln2ch (
v bakteriichE. coli kmen BL21(DE3)(Stratagene, USAJObsil et al. 2001; Obsilova et al.

2004) Konstrukt pro ogGM2B8JsSt ppr obgin vBmkdSen po
jednobodov® mutageneze. PSi tomto procesu byl
Veisovou, PhD. na Stop kod¢wieisova et al. 2010)

514 Horizontalni TBE agarosova elektroforéza

LigtnDn? nagtNDpenTch plasmidT, kontrola YspiDg
provsg8dDiDna pomoc? hor i A%agardsdvén? gele IpeSk tt roanfn@rs®4 y
1x koncentrovaného TBE pufrul(so g en?2 vi z t a b8.11%ggardsovBgelabyl 5. 4, st
pSipravenagar0osdy #A®ml prougihoNlrk@centrevaného TBE pufru a
04el fluor escenl|™ tBiotimg USA). NE&2p REPmer ovanl gel b
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dospecialni formy abyld n nj zaveden hSeb2nek pro vytvoSen?
bylo smichano §¢ | kéntentrovaného barviva Gel Loading Solution (Sighidrich, USA)

as 1C | vodyej Blem mnogstv2m barviva bylo sm2ch§n
1kb (SigmaAl dr i ¢ h, USA) . N§sl ednD byl zpolymerovanl
naplnlRn® 11 koncentrovanim TBE pufrem a do | et

vzorky. Elektroforéza probihala po dobthl p & ip N V.2ProVizbializaci testované DNA
byla pougita fluor'scketndrn® bbyalravap SGedSREaD do ge
ztuhnut2m. VIisledek byl pozor ows&nsilumngtore.c2 UV sV |

Tabulka5.3:S| ogen2 1% agarosov®ho gelu pro horizont §

Chemildlie Mnogst
agarosa 0449
1x TBE pufr 40 ml
barva GelRED" 0, 4 ¢

Tabulka5.4:S1 ogen2 101 koncentrovan®ho TBE pufru o v

Chemikalie Mnogst v
Tris 54 ¢g

kyselina borita 2759

0,5 M EDTA (pH = 8,0) 20 ml
destilovana voda dog nNDn2 do

5.1.5 Transformace metodou teplotn2ho goku

PSi pS2pravh | ed\Tidltd BMWHI byly pr& transfarmaci kpamipci
teplotn2ho goku E.ejlidn®a VOPLQploruwii ttryo goeurREk,y Li f e Tec
USA), které jsou vhodné pmréslalinou izolaci plasmidové DNA.

BuRky jsou uchoBBAC nay ppSSeid tpeopu Goiltzht s,edemu s ej 2 r o
Po rozmrznuti bylo 381 roztoku bakteri2 pSend&no do pl a:
viedovélazniabylykni m pSitd8&nyg28d kg n®S pl aszakomovamy® DNA s e
genem pro expresi dan®ho minmkueovanyunledovl gzni e d n N by
zaobl asn®ho prom2ch8vgn2. Pot ® bigd ad ani ka bre2k ulmaavr
p Sedeh S &ta@ouplyauti #Bdoby byla mikrozkumavka vréona na 2 min doadoby
sledem.Nakonec bylo dz k u mav ky sdéno 30D s 2L Bp @s®doigaen2 vi z tab
55,str44d pSedehSAHA ®hon §sal e3d7oval a i 37RQuals m®des pgdmu h

vyseta na sterilni Pého misku spevnTi m LB agarem (sl oég&n? Vi z
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obsahuj2c2m pS2s| tahuk® 5.6a Wysledéi kortcéntkaoemjedr{otlivi/ch
antibiotik vk ul t i val n2 ch m~o®thbhukehblyY.  sou uvedeny v

Nasledujici den bylo pomoci sterilniikl k 'y pSeneseno nhRkolik sam
dopS2sl ugn®ho ptoelktuut Tzrk uLnBa vne@d i se m. KagmlgB zkumavk
média spolu shodnym antibiotikem\(iz tabulka 5.. Zkumavky ss mfNs 2 m®di a a bunDhDl
ngslednhD kulti vpoal§meye piSSie si20MB0Zminna t Se

Tabulka55Sl ogen2 tekut®ho a pevn®ho LB m®di a.

Slogen2 500 ml tekutiSlogen2 500 ml pevn

Chemikalie Mnogst v? Chemikalie Mnogst v?
trypton 59 trypton 59
kvasnil nl 25g kvasni |l nl €25g

NaCl 59 NacCl 59

T T agar 109

destilovana voda dopl nNn?2 ¢ destilovana voda dopl nRDn2 ¢

Tabulka5.6:Seznam expresn2ch pl as mi dstherichiasolileneror mov an
TOP10 a jejich antibiotickyctezistenci.

Kmen bakteriE. coli Plasmid Resistence V'
TOP10 PET-15b ampicilin
TOP10 PET-32b ampicilin
TOP10 PRSFDuetl kanamycin

Tabulka5.7Seznam pougitlch anti bi ot itekutyehapewrjyshc h v 1T s
LB médiid.

Antibiotikum Koncentrace zasobniho roztoku  Vysledna koncentrace
kanamycin 30mgmi? 30pugmlt
ampicilin 100 mg mi * 100 ug mt *

chloramfenikol 34 mgml? 34ugmlt

5.1.6 Izolace plasmidové DNA

K izolaci plasmidové DNA & ml kultur bakteriiE. colikmen TOP10 byl a pou
komer | nD dod8vanrg ds aMiian i Jperteqou iscpki nPlkaist ( Genomed
tabulka 5.8, str45). Podle instrukci vyrobce bylo v prvnim krokorpoci centrifugace (nin
pSi0o0do4 ./ min) odstranNnotbhBum@deaoamch Zbskh®kRE bge
rozpugtRDnacglpomozokRHOGL1L. Tento roztok obsahova

vegkerou RNA pS2tomnou ve vzorkuel Lryezzt dkwnD&2 b
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poté byl obsah mikrozkumavky zneutralizovan poifg60¢ | rozt akd §gG3 .cema ri fug
byl supernatant p omoc?2 pi pety opat rmm pSem?s
p S.40000t./min. Obsah odpadnich nadobek byl vylit, kolonky promyty roztokem G4 a znovu
centrifugovany Imi n 140&0iot./min. Nakonec byl y kol onky pSend:¢
mikrozkumavek a pgmi dov 8 DNA do nich eluov8§na pomoc2 4
pro PCR pSedem ziZb°68§t ® na teplotu 60

Tabulka 5.8:S1 ogen2 roztokT komer | nhD vyr §hefgumicR sady p
Plasmi d Mi ni prep spin kit, Genomed GmbH, NNDmecko)

Néazevroztoku Sl ogen? z8sobn2ho roztoku

G1 50mM Tris-HCI (pH 8,0), 10nM EDTA, 1'®NasatAg ml
G2 200mM NaOH, 1% (w/v) SDS

G3 octan sodny, guanidinhydrochlorid

G4 ethanol, NaCl, EDTA, Tis-HCI

5.1.7 C2]len8 bodov8§ muNdgWheze genT
Pro vizkum %I%oheguladi aktivitydNtnt, Bylo Goastruktury Nthl zavedeno

celkem dvanéact jednobodovych mutaci a toblasti Cavazebné domény Nthl (D114L,
D114E, D114N, D116L, K117L, N118L, 112, D125L, D125E a D125N) a v jejim blizkém
okoli (D103L a D173L).

PSi c2len® jednobodov® mutagenezi bylo vyugi
pkiter® byl za pomoci pSedem navstg4n i zmND D gon
kodon pou@minokyskelinu, za kodon pro aminokyselinu jinbundmi zvolenou.

Oligonukl eotidy byly navrgeny t ak, aby na jeji

jedinlT zmhDnNnT kodon se nawa3eelhulplSe dtii g NdIluc
sekvence.

Mut agenezn2 PCR je vRDtginou velice rychlT a
zmNDnu jedn® nebo v2ce aminokyselin ve visledn:
S2zen cyklicky se opakuj2c?2 mi ZWNDn@almo g etnd prli o t
vpSQgxnl®m programu na pS2stroji Personal Master
reakl n2zch s miabdlce .0 naustde.d eheodmnwot | i v® komponenty

pSidg§veE&ny a m2ch8&8ny v mPQRR Syntkza mayctk @utahtnicanr | enT ¢
DNA byla katalyzovana termostabilnim enzymem-Pltra™ HF DNA polymerasou (Agilent,
USA).
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Tabulka 59:0l i gonukl eotidy vyugit® pSi c 2
kodony jsou misty jednobodovych mutaci.
Nazev oligonukleotidu Sekvence 5EY 3E

D103L_up
D103L_down
D114L_up
D114L_down
D114E_up
D114E_down
D114N_up
D114N_down
D116L_up
D116L_down
K117L up
K117L_down
N118L_up
N118L_down
1121L up
11211 down
D125L _up
D125L_down
D125E_up
D125E_down
D125N_up
D125N_down

D173L_up
D173L_down

c ttt atc gaa gat gttt aaa aca ctt aat gaa ¢
g ttc att aag tgt tlhaggac atc ttc gat aaa g
cta ctg gct gt gagtt acc gat aaa aat tat ¢
g ata att ttt atc ggtagctc agc agc cag tag
cta ctg gct gcyaggagacc gat aaa aat tat ¢
g ata att ttt atc ggttc ctc agc agc cag tag
cta ctg gct gct gagatacc gat aaa aat tat ¢
g ata att ttt atc ggitt ctc agc agc cag tag
gct gct gag gat aatt aaa aat tat cag atc
gat ctg ata att thagggt atc ctc agc agc

gct gag gat acc gataaat tat cag atc acc
ggt gat ctg ata athgatc ggt atc ctc agc

gag gat acc gat aa#t tat cag atc acc atc
gat ggt gat ctg ataagttt atc ggt atc ctc

gat aaa aat tat cagc acc atc gag gat acc
ggt atc ctc gat ggjagctg ata att ttt atc

cag atc acc atc gamt acc ggt cca aaa gtt ttg
caa aac ttt tgg acc ggagctc gat ggt gat ctg
cag atc acc atc gaggacc ggt cca aaa gtt ttg
caa aac ttt tgg acc ggic ctc gat ggt gat ctg
cag atc acc atc gagatacc ggt cca aaa gtt ttg
caa aac ttt tgg acc gatt ctc gat ggt gat ctg

cac caa att ttcatctt gaa gct cgt ata aac
gtt tat acg agc tteagtaa gaa aat ttg gtg

Tabulka 5.10:S| o gen?2

reakd in2 ® spnNDCERNUt agenezn?

Chemikalie

101

templatova DNA

s mhs

dNTP

10 mM primer up

10 mM primer down
destilovana voda pro PCR
PfuUltra™ H F

Mno g ¢

r e ak | naltrgd"UHF DNAppolyomerRsi 5 ¢ |
1 ¢l

(1,6 &M) 2,5

2 ¢l

2 ¢l

36, 5

pol ymerasa (2,5 1 ¢l
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PSi teplotenmntACadogldookivl §knov® tteepmpolt§ ov ®
51°C khybri di zaci mut agenezn2ch primerT na kompl
Ksynt ®ze novich Se$iNztdpDoANUG6WB hoBdZ edeen cpe 5 E ke
dNTP byly spomoci PfuUltrtd" HF DNA pol ymer asy von&iukangi 8 v&ny v ¢§
novhD vznikaj dokbol eh3ksgnt®py byla teplota zno
proces syntézy novych viaken BNbyl opakovan ve dvaceti cyklech (iabulka 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 vypnut

518 Gt NDpen2 templ 8tov® DNA

Pomi agenezn2m PCR bylo nutn® ze vzOolTHRT odst r ¢
WT pomoc?2 restrikl|ln? endonukl easy Dpnl. Tento
(uvnitS5-emATC8)ceal e nech8§v8& nepozmhDnhNnou novh s
neobsahujg 8§ d n ® met hyl ovan® adeniny.

K 50¢ | reakl nz smBDsi po mutagenezn? PCR byl o i
Dpnl . Vzorek byl |l ehce prom2dbfon 4, bnkub w08 kg
gt Dpen?2 byl o ze vzor ku modiehbrizodtalmi TBE agadosover o kon
elektroforézy (viz kapitola5.1.4,s2) a z byt ek v zor kui2hSsCl zmrazen f

T2mto postupem bylo zajigthDno, ge se pSi n ¢
bakterii E. coli kmen TOP10 (viz kapitola 5.1.5tr. 43y dost aly v RDtginou | en
obsahuj 2c?2 kompl et ni zmut ovanou DhNANno ke h 2 i va

plasmidové DNA nesouci geny pro mutantni proteiny Nthl. Po nasledné izolaci plasmidové
DNA byla pS2tomnost |seedknvoetn ailvil2c ha maultTazc®?u .ov NDSe n:

519 Sekvenaln2 anallza DNA
OovhnSen2 YsphNgnost.i c?2?l en® jednobodov® mutager
provedeno v LaboratoSi sekvenace DNA RNDr. Gt

sekvenov§nBUAWAL R,Siv .&n Jirgenem Febstkrgem, CSc.
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Nth1

MSQVNTSQGPVAQGRQRRLSSLSEFNDPFSNAEVYYGPPTDPRKQKQAKPAKINRTRTMS 60

2JG0
Cavazebna doménd105 D114 EFhand motiv
Nth1 VFDNVSPFKKTGF GKLQQTRRBSEDDYSSIGNRAEFI EDYBRIENEREEEDTDKNYQ 120
2JG0 £100 EETR— 4
D125 T135 *ok
S153
Nth1l ITI EDTGPK/LKVG ANSYGYKHNIRGTYM GRH@FL DEARINEN 180
2JG0 VTPC. -------------------- LFPODEEE» VPN 41
Nth1 TKIDTPGAKNPRIYVPY D G NERD 240
260 FEEENRNSNOSCEERERN EBFTLPKEGEKYVP 79
DR I b295
Nth1 ESQMHPSLKLEVEYLPK A SENNESIN D TPG BEEENEE HFNPSTGEKTLEYPYAVPG 300
2JG0 PEG GEREEIBEEF--- VLTRSTENTEKWDSLLPLR---------m--- EPYWPG 120
ee .. . . *% * *%k ***
R Katalytickadoména
Nth1 GRFN MGKILNANRSYYLCR 360
2JG0 GRFRE ENGNHENSRSQPH 180
Nth1 GGRS BR--- RLDPETGSRYH 415
2JG0 ENLQAGQKRVVKLQDGILNRYW?240
* ***‘k
Nth1 PNGLGIPPETE LPYASKHG GKIKEPKLD RES 475
2060 D DRD] DNP 291
Nth1 GHDTTYRFEGVCA! CDDKYEDPLD MB35
2JG0 - SIV AN---- 337
***** ** * * *-
Nth1 MWDDESEFDYN KIKHRTSYE B95
2JG0 I‘{DQQW\ADYD_KSI-KVRNQL 1897
* ** ***** * Kk *:: ) -.*:“** *** :
Nth1 GGLAACTERSRGPISISRPIRQWDYP BYG 655
2JG0 LQPGGLNTTSVKSG------- QQWD. 48
.:* ***:::* ********* **** ** * o
Nth1 NG®VVEKYDVTRGTDPHRVEAEYGNQGADFKGAATE 713
2JG0 KLVEKYDVS-------- TTGTGGGGGEYPLQD K97
S .N;/Zl . DL . S
Nthl NSEERI LGACIPPI SFFSSLREBERBINGL 751
2JG0 PKEQPCDNVPATRRKSATTQPSTKEAQPTBE35
e DA
Obrazek 52VI sl edek porovng8§n2 aminokyselinovlch
Nt hl a regulaln2 dom®ny Etcolig2i@0d). ®aovnani predi&ce A

sekundarni struktury Nthlwsy Se g e n couou $trukjuu aJGO0. Oblasti obsahujici

Ugroubovice jsou

| 8ry
(D114
j sou
S153).

oznaleny | ervenhD a strukt

sek

pochE&

ury

oznalvpzebb®adbm®nay Nthl (Tl6h&ndmagiv T135) o
agf iDdl2&Yy® al §ry ohraniluj?2 katalytickou d
prvn?2 ami nokyseliny konstruktT

vyznal eny
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5.1.10 Predikce sekundarni struktury Nth1l a porovnani shody
s krystalovou strukturou 2JGO

PSiavr hovg&n2NTHlam$tenlikhT pro proteinovou kryst a
zvisl edkT predikce sekund8&rn2 struktury kvasni
pSi hl vysSre@yek ® krystalov® struktuSe baktait al yt i ck
E.coli (Gibson et al. 2007) Pr 8vhD tato struktura 2JGO0O vykazuj
27% identitu Nthl (viz. kapitola 5.3, st63).

Pro porovngn? obou aminokyselinovich sekvenc
program ClustalW?2 Multiple Sequence Alignmelnttj)://www.ebi.ac.uklTools/msa/clustalw2/)

Pro predi kci sekund8rn?2 struktury Nt h1l byl p
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Vysledelob ou t Rcht o anaabrdtkm 52 e nach ¢
nast r48n 0

52 Exprese a purifikace proteinT

Proex pr esi vgech zkoumanlTch rekombinantn2ch pi
bakterii E. coli. D2ky tNDmto syskremTk®nb yl|l aos onvo®mm ®%4sve k u  a
cenu vyr8bnRDt miligramovg mnogstv2 |istlch reko

pougit® kmeny genet i cBkooliobsahdvalf gek lddujichldc ceprestra k t e r i

a gen pro syntézu T7 RNA polymerasy. Lac represor naseda na tzv. lac promotor a tim blokuje

transkripci T7 RNA polymerasy. ¥ $2t omnost i i ndukuwolun RDINPT Gl aco

represoru a ke spugthDn2 synt®zy T7 RNA pol ymer

rekombinantn2ho proteinu, kterT byl pTvodnD t al
Proteiny Nt h1 pepisdBanych expenimergech b@gly vyrobeny ako této

di sertaloddnhDpPeditei navich struktur ve Fyziologicl

5.2.1 Transformace kompetentn?2cekpresiunNk vhodnl
proteinT

Prot ransf or maci byl y pougi Eyolikvetdeng yabuice51M@et ent n?2
(vizstr.50) Postup transformace plasmidT nesouc?2ch g
jako vkapitole 5.1.5 (str43). Rozdil byl pouzepwou g2 vanl c h 45sblj emezxtho k K e
pS2slugnich konmpmlibeyltyn 2 dil bSrkk ez D&En® pl asmi do
DNA a po teplotn2zm goku bylo pSid&§no 240 el LB
a 180 ot./min byly bakterie pSes peoymlBul ti vov§
agarem obsahuj2c2m pS2sl|5ig msR50)antShbogeéenkumey n®|
tekut ®ho LB m®dia a koncentr &apiwle p.SZ(strhu gnlT ch ar
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DruhlT den byly kolonie pSeneseny potwmayh steril
LB m®diem a pS2slviatamulkarb.lpnt ZBuomavkgmse s mhs?2 L
bunhNk byly inkubov§giCwigof/mis. noc pSi teplothn 37

Tabulka 5.12: Seznam pougitlch kompetentn2zch bunDbhDk

expresn2ch plasmidT a antibioticklch rezistenc:

Kmen bakteriE. coli Expresni plasmid Resistence VT
BL21(DE3) pET-15b ampicilin
BL21(DE3) PRSFDuetl kanamycin
Rosetta(DE?3) pET-32b ampicilin + chloramfenikol

5.2.2 Zasobni roztoky transformovanych bakterii

Bakterie obsahujici plasmidgse n e m p r o profeis byl skiaglovdny mrazicim
boxu vi 80°C vroztocich obsahujicich glycerol o vysledné koncentra®o3@/v). Zasobni
roztoky byly pBiptavehwnw2hel gbfkeeoi 8l m2 7001 t ur
pSes Smbsterinthotekutéh LB m®di a AGS,i rnyohlod B/t Sep §n?2
vpS2tomnost.i pS2slugn®ho antibiotika (viz tab
v tabulce 5.1qviz str.44).

5.2.3 Exprese proteinT

PSed expres2? proteinT ve v2pecdliltranehcltpSedc
kultivovat bakterie \oml LB média. Zrozmrazeného zésobniho roztoku s bakteriemi
nesoucimi gen pro cilovy protein bylo odebrarm B p S e n e snesterinihd IB mBdia
obsahujicthop $2 sl ugn® anti bi ot i k u niné (kencentraciuvedené! k a 5.1
v tabulce 5.7(viz str. 44). RTst bakteri 8§l n2 Kkul tur°@ aprob?2hal
180o0t./min.

DruhlT den r&no se dvoulitrpv$chr@omobgaBujicich @oyednorh ¢ h
litru LB m®dia pSi@hal ahtmlbinditkakwa mSsdledim t a
inkubovan® pSes noc. Sl ogen? tekutTch LB m®di
v kapitole 5.1.5(viz str. 43) Nadoby ses mhNs 2 LB m®dia a bunhk byl
doinkubatoru. Kde probihal jejicilrst p Si °CGa&l®b ot Mmi 87 po dobu t ®mN ¢
idokud prTbnRgnnN mNSen§ optick§8 denzita kultur
(mNDSeno pSi vinov® d®l ce 600 nm, proti | ist®mu

Pro indukci synt ®zy BFolfifdlaikaneentracyO,5 mpExpege t r ozt o
jednotlivich proteindt prmbahat aPrapeByNthl WTp ct @ Sli ot .
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jejichmut ant n?2 formy a konstrukty ur] erR®Cpro Kkry:
Proteiny Bmh1 byly bakteriensiy nt et i zov&ny pSi 30 AcC.

5.24 Centrifugace a |l yze bunDKk

Pro odstraniDn? tekut ®ho LB m®di a z bakteri:
doj ednol itrovich plastovich kyvet teploy8€l ednhd ce
p Si000&./min. Povyjmutiz centri fugy byl v zodpadnicH lahng aper nat a
kyvety um?2 st Bdewy. Pelaly bak@ribmiloyy resuspendovanyvw zal n2 m puf ru
pomoc2?2 vortexu B8 NMajemnpugtiPBn2 apel &ta vzni kl T ch
bak eri 8l nz2ch kul tur byl o potSeba efpovangh | yzal n
proteinem byl y n §mdastevgch BOnl gkireanek w2 rkye md @ zmr azen
pSiepli 80N AC. Takto n2z2zk8 teplota narstglig ea soud
usnadRuje tak ng§slednl lyzaln2 proces.

PSedzb2jen2m bunhk pomochkakutletrriaeznviu kruo zbnyrlayz erng,
doskl enNn® tlustostNnn® k&dinky a bylo k nim pS
byla pSiddi'fJnfAddt 01060nzym gt NDp2 peptidoglykany bz
Inkubace probihala zstalého michani, pd o b u 30 treipn ,4Q. KSakeriim
obsahuj2c2m protei hysoltnmhmemypdi ¢®Hud asoabDpisgt NDn §
proteas (Protease Inhibi Cocktail Tablets, EDTArree, SigmaAldrich, USA).

Tabulka5.13:S1 ogen2 | y z alkanéemtrovangho PBSwpufra. 1 0

Lyzaln2 pufr 10x koncentrovany PBS pufr
Chemikalie oysledna Chemikalie oysledna
10x PBS 1x PBS KCI 27 mM
NacCl 1M NaCl 14 M
imidazol 2 mM Na,HPO, 50 mM
b-merkaptoethanol 4 mM KH,PO, 18 mM

5.25 Sonikace bakterii

Rozrugen2 bunhR|lnich obalT bakteri?2 bylyl o doko
bakteri 8l n2 buRKkYy vy s tkar\Barcye mpTSsealb enmkderiiinklatcr?a z vy
z2skanTm ze tS2 1litrT LB m®dia pSidg&n 1 ml 0, 1
pSiblimm)p, kterT inhibuje seri nmitdRempbaktedieasy . N
um2 st NDna dedemnaSspaby?2 sdo skS2REgl ksoowmli klEa®r p.Tsob
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ultrazvuku na takto pSiprawiennTp &io zvtiokko nbua k5t7e rW.?2
obsahujici exprimované proteiny Nthl byly vystaveny ultrazvupulzy trvajicimi 3 sa 17 s

pauzami. Bakterie obkau j 2 ¢ 2 stabil nhDj g2 proteiny aBmhl by
prodlevy trvaly 20 s. Soni kaln2 proces trval d
m®nhND visk:-zn?2,.

Zbytky rozbi t foztoku obsahujidgiko hbmotiegizovany protein odstdan y

pomoc?2 ceni35006 ughmien p&i t epl oninlVyskdnysGperpatantd o b u 4 C
obsahujici rozpustny protein byl dale zpracovavdnk | o v o u cheomatdgrafii. a | n 2

5.2.6 Ni kl ov8 chel ataln? chromatografie
Vgechny zkouman® prng fjakoifizny prdieiny gbsaljicipgadmmo v 8§
N-k onci odgtRNpitel nouHilsi)st iTdatnoovibat vkaot wmo g(n6ill a
chel atal n? chit ®nat omge tad g 2N nbl YPISf Y4z n 2 protein za
koordi nal n2 Ni% kter§ bylg chédatovanéona naplni kolony. Zachyceny protein
byl ngslednN pSeligtNn a eluovs&n gradientem i
zkol ony vytDsnit.
NejdS2ve bylo nutn® naplnit kaokeeh)ehapoi bl i gnDh
(Chelating Sepharo8¢ Fast Flow, GE Healthcare, USAPomoci peristaltické pumpy byl
zkol ony odstraniDn et hbylkolonapromyt ngsledlijicimikoatokz: ml  mi n

15 ml destilovan&oda

15 ml roztok Stripp (0,51 NaCl a 0,IM EDTA)
20 ml destilovan&oda

50 ml 0,1IM NiSO,

15ml destilovana voda

20 ml pufr E( s | ovig ®bulka 5.14, sti53)

= =4 4 A4 A -2

Po promyt2 kolony pufrem E byla hladina tohot
kol ony a kolona wuzavSenaetvy| kgmo Bomkod oRgspe&
10ml sonikatu obsahujiciho purifikovany protein a promichandmni. Cely obsah kolony
byl ngslednD pSem2st Nn sthkého @i mkupovas po dsboni k §t e
30mi ntepil ot N 4 AC.

V nasledujicim kroku Hyprotein zachyceny na naplni kolony promyvan 400 ml 10% (v/v)
roztoku pufru F wpufru E( sl ogen?2 v i, atr. B)aRramiyviérdab y3 .01 4pr ov8dNno
vedvou 45ml plastovych zkumavkaclve | kem pomoc2 1660t oiflugaoceap6S8i
4AC v gdopu Ipmin. Vprvn2ch dvou centrifugac2ch byl a
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snavg§zanl mi proteiny od supernat drntzw, nktme rplu falus
Supernatant byl opatrnhD odl it do odpadu. Pel e
30ml 10% (v/v) pufru F. PSi t, nespecifickpnmavdzamyshu do gl o
bilkovin odcilového proteinuPos |l edn2ch nRDkoli k des2tek milild@i
pougip®enmtast Dn2aviggmindn § %z n2 mkolpny.oPo@d Inemp &rp2Nt
pSebytku/ 4P%pufru F byla peristaltick8 pumpa z
t DsnPahgtkem n 8mpdwm8xZ &kmolln npyr st ei nem. VIivod kol on
v2| kem.

Eluce pSeligtNn®ho pr o epionmo cRyd paw fpe mw2vFediem at agh
5.14) Jednotliv® frakce byly sb2r8nyn@8dolpDastov
sledem. Zkagd® frakce byl ¢€ih 8§ svlzeodvedikilniopektmior§zao 15
vpol yakryl ami dov®m g eiz nasledujicp &pitola Suh7Regenerac& DS (v
kolony byla provedena promytim 30 ml roztoku Stripp (0,5 M NaCl a 0,1 M EDTA), 20 ml
destilovan® vody a 20 ml 20% (weép)loebDhanACu a |

Tabulka5.14:S1 ogen?2 pufprruo Eiak |Ipwforuu ckhel ataln2 c¢chr oma

Pufr E Pufr F (pH = 8)
Chemikalie Jysledna Chemikalie Jysledna
10x PBS 1x PBS 10x PBS 1x PBS
NaCl 0,5M NaCl 0,5M
imidazol 1mM imidazol 600 mM
b-merkaptoethanol 2mM b-merkaptoethnol 2mM

5.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém geluvpr ost Sed2 SDS

PS2tomnost a |istota vyr&8bnRnich proteinT byl
v 10% (v/v), 12% (v/v) nebo 15% (v/v) polyakrylamidovém gelp 2 t o mn o s t i denatur
pr ost deeyitanudalnéhGDSP AGE) . SDS zaruluje, ge protei
maj2 stejnl z8pornl n8boj a dRI2 se pouze na

proteinT se pohybujaznod mMNDr Rpmc bdosktat eBy g 2kc h mo
elektrom gr al n?2 e tnediN rryichhd o s tP Sneedn g acrho tmoolue keull e k t 1
bylo nutn® nejdS2ve zpolymerovat pol yakryamido
tabulky 5.15 (vizstr54) a nal it mezi pSedem pSipnygeluen§ ut Ns
bylo provedeno pomoci isopropanolu, ktery byl naliinagt 0 nezpol ymerovanl ge

separaln2ho gelu byl i sopropanol odstraniDn a
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tabul ka 5. 16) . Do tohot o vekckten9ghed ug evlyud vioySli | i Hin
jamek. Pt uhnut? zavs8§dhDgehemgembdsbPha d&himpsci 8§81 n?2
do elektroforetické nadoby.

Zjednotlivich frakc?2 z2skanlTch nap$. niklovo
1561 vzoni kyp&icd§msd Soncentrovan®ho vzorkovac?2hoce
519,str55 . Vzorky Bmh1l musely blTt SedhDny destilov
vysok® &koncentredcevzmrdktyenddf§wka@Sadm do gel u
v plastovich  mikrozkumavkach po dobu cca 3 min. Bro | e n 2 vel i kost ? p
rozdhRlovanlTch na gelu byl pougit pr@doei novl s
Standard, BieRad, USA)El ekt r of or ®z a p r kohcentravdngm SDS pufruo st Se d 2
(sl ogwbuka5417,st65 . PSed spugthDn2m metody byl vyj mi
pomoc2 automatick® pipety nad8vkovsg§no 10 ¢l st
byla elektroforetick8 n8doba uzav$lepnmicv2 kem a
10min 95 V, a pot® elektrof ory®anatpgr dlyd lmals&k |l @ac a o
gel pSérdmmldorov® k§dinky. N&sl ednhD byl gel o]
tabulka 5.20, str55) smodrym barvivenCoomassie Brilant Blue R250 po dobu cca 30 min
a pro naslednouizualizacipr ot ei nT odbarvovgn pSes noc v odba
tabulka 5.20, sti55).

Tabulka5.15S1 ogen2 10% (v/v), 12% (v/v) a 15% (v/ v)
pro SDSPGE

10% 12% 15%

separ al separ al separ al
Chemikalie Mnogst Mnogst Mnogst
pufr pro separ 2 mi 2 mi 2 mi
akrylamid/bisakrylamid 2,5 ml 3 ml 3,75 ml
10% peroxodisiran amonny 75 ¢l 75 ¢l 75 ¢l
TEMED 8 ¢l 8 ¢l 8 ¢l
destilovana voda 3ml 2,6 ml 1,75 mi

Tabulka5.16:S1 ogen2 4% (v/v) polyakryl ami dov®ho zav§g

Chemikalie Mnogs:
pufr pro zavsgdDc: 1ml
akrylamid/bisakrylamid 0,5 ml
10% (w/v) peroxodisiran amonny 75 ¢l
TEMED 8 ¢l
destilovana vod 2,25 ml
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Tabulka 5.17: S| o g e n 2 akrylamidu/bisakryl amiS®s a 101
PAGE.

Akrylamid/bisakrylamid 10x koncentrovany pufr pro SEFAGE
Chemikalie Mnogst v Chemikalie Mnodgst
akrylamid 29,2 ¢ Tris 30¢g

bis-akrylamid 0,8¢g glycin 144 g

T T SDS 10 g

destiliovanAvoda dopl nRNn?2 destilovana voda dopl nNn

Tabulka 5.18:S1 ogen? 100 ml pufru pro zav§8dDc? poly

polyakrylamidovy gel.
Pufr pro separ Pufr pro zavsgd
Chenikalie Mnogs: Chemikalie Mnogst
2 M Tris-HCI (pH = 8,8) 75 ml 1 M Tris-HCI (pH = 6,8) 50 mi
10% (w/v) SDS 4 mi 10% (w/v) SDS 4 mi
destilovana voda 21 ml destilovana voda 46 ml

Tabulka5.19:S1 o gen?2 51 koncentrovarm®BDSPAGEf ru pro pS2,

Chemikalie Mno g s

1 M Tris-HCI (pH = 6,8) 600 ¢

50% (w/v) glycerol 5 ml

10% (w/v) SDS 2 ml

b-merkaptoethanol 500 ¢

1% (w/ v) Dbr omf 1 ml

destilovana voda 900 ¢

Tabulka 5.20.S| ogenz 1 | barv2c2ragelyzSBABERETr vovac2ho r o:
Barvici roztok Odbarvovaci roztok

Chemikalie Mnogstv?2 Mnogst v
Coomassie Brilliant Blue R250 1g |
methanol 450 ml 100 mi
kyselina octova 100 ml 100 mi
destilovana voda 450 ml 800 ml
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5.2.8 Dialyza

DialTza je mrdoes§zpSk bkSec®o dsemipermeabinic kT ch |
membr §nu z prostSed?2 s vyprgrstiBeméenstrac2 hnhg
Rozhoduj 2 c? j e vel i kost p-rT di alyzal n? me m
dialyzovanych bilkovindo diaya | n2 ho r ozt oku.

Na z8kladhR visleBRGE zbgkunlifechak8®S obsahuj 2c:
pogadovan®ho proteinu slouleny a byla ji mi na
zregenerované celulézy (Spectra/Por 4, MWCQ 121 kDa, Spectrum Laborates, USA),
nepropustns§ pro | §®Bi ceMembBbr §ha nBgdnagb4vI ogen:
litrtuvychl azen®ho di al y ztabulka?5/21. Dialyz& prabihajfasd stafglon 2 vi z
m2chg&n2 pBAC bepl ptSBs4noc, nebo pomembrand h a p
sproteinem pSendg§§na do pufru E pro ftabukat ovhD vTn
5.22, ve které dialyza probihala douhého dne.

Tabulka 521:S1 ogen?2 pufr T pro diallnuklbeu®robesfadal
chromatografii.

N§zvy f¥zn2ch Slogen2 dialyzaln2ho pufr

20 mM TrisHCI (pH = 7,5), 5 mM EDTA,
2  mMnefkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol

Nthl WT a mutantni formy

20 mM TrisHCI (pH = 7,5), 150 mM NacCl,
Nth1 100751 a 153751 5 mM EDT A ;merRaptoeianbl,
10% (wi/v) glycerol

20 mM TrisHCI (pH = 7,5), 5 mM EDTA,

Bmhl WT a oC 2 mMnefkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol

Tabulka 5.22S1 ogen2 pufr T E pro dialTzu kNathilo nWTovad | e
vimDnnou chromat ogr AMTi 2a MapToppoS eddi aal niizoun tBorwhl v 1 m

chromatografii.

N8zvy f¥Yzn2chSlogen2 pufru E pro ionto

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

Nthl WT a mutantni formy

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

Bmh1l WT a ®C 5,\mDTT, 10% W) glycerol
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5.2.9 Thrombinov® gt NDpen?

Pro pS2pravu pr ot eiWTl8mh®d@23KSiom @ ljeboxnaslegnout h 1
krystalizaci, bylonutnéa bou protei nT nejkidStoveyv ® dls§ sjainidab g ahj
histidinovou kotvu.

Pro odgkd®dpea?® N| §sti f Yz M23ASiopbpyrio tped inqui tB nthhlr oo

ziskany Zidského séra (SigmAl dr i c h, USA) . LyofilizovanT thro
v 1 ml sterilni destilované vody. Vznikl tak roztok obsgici 1 U enzymu e | . Pro odgtDpe
N-termingl n2z | 8§sti proteinu Bmhl @C M237Stop by
proteinu. Gt DpiealT zer opSdisal diwp SpFiomn eptliot Bt aj

di alyzal n2 ho pu fabube5.2] (eiksir56)j,e aulvee dketne ryvimM bs ahov al
koncentraci EDTA. PsphNgnost gt Dpen?2 byl a oV
obsahujicim N oncovomadgt§Bgersl m vzor k ePAGE Dhromlinzbyl 1 5% SDS
ze vzorkT odst r an Dninowu kolonku (Bemzamidine Sepharese 2 Rasti d

FI ow ( Hi gh Sub) , GE Heal t hcar e, Gv®dsko), k t

di alyzaln2m pufrem.

5210 Gt NDpen2? TEV prpm$emrsaowa a | ej 2
ZdTvodu Vysok® ceny thrombinu 1By7Bly a konstru
Nth1153 751 zaklonovany do plasmidu pRSFDdet kt e uj e u ma EBrizové n 2
| §sti proteinu pomoc?2 TEV proagasy.abdeatoSiens
vyr8bnDt ve vysok® |istothD a vel k®&m mnogstv2 pot
K expresi TEV poteasyb y | vyugit Z8s o0b buh OBLRIYDERRIO | ov 1 ro
(Agilent Technologies, USAdbsahujicich zaklonovany gen pro tento enzym Pr o zao| kov §
5ml tekut ®h o LB m®dhow rokokl ampicpiroaivysietiné kodcengakci  t
100 ¢&'gchlodamfenikolav T s edn® k on c'eKultivace probihd@ Seg mo c
pSi teplothnN 37 AC a 180 ot ./ min. DruhlT den byl
b&§nnN obdbaBmépidmpS28l ugnimi anti bi oprés expres&ul t i vac
centrifugace a resuspendaceu n Dk pr ob2 hal a st ekppidhch 5p3a& o0 byl o
5.2.4 (viz str. 50 &1).
Resuspendované bakterie byly zmrazedywz al n2 m pufru (rmWM -PBS, 1M

mer kaptoethanol , 2 DMBAAC .mi N@gbeédnmpShyltyepbakt er i
inkubovany slOmg |l ysozymu za st 8§81 ®FO® podobuc 308§ mii. pSi t
PSiavazuj2c?2 sonikaci pTsobil ul tvwenataaedty po dob

proces s e nNDkoli kd@8ba opakolbah? Cekt kazguku byl
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rozbitlch bunhRk byly z roztoku obsahuj2c2ho TI
pdi3 500 ot./min a teplothNR 4 AC po dobu 40
chromatografie, ktera byla provedemsat e j n I kapitaek ®2.6 (viz str.52) . Listot a
eluovanlich frakc? [BPp3PaAGEv IT1Se za opbor n§ozce2k 155 98 ) . Fr
sl oul eny a pomoptrPOmpystdro® di alyzal n?2 me mbr 8ny
(Spectra/Por 4, MWCO 1R 14 kDa,Spectrum Laboratories, USA) a dialyzovany proti pufru
obsahujicimu 50 mM TrisICl (pH =7,5), 1 mM EDTA, 5 mM DTT a 10%w/v) glycerol
pSieplothnNn 4 AC pSes noc.

Obrazek 5.3:15% (v/v) polyakrylamidovy gel z SIPAGE obsahujici proteinovy standard
molekul ovi ch vah (St) a vzorky frakc? obsahuj 2c

pXii kl ov® chel ataln2 chromatografii

Po dialyze byl roztok TEV proteasy vyndadz al yzal n2 membr §ny a pSef
SPARTAN 13/0,45 RC (Whatmdf, GE Healthcare, Nmecko) . N8sl ednhD byl &
proteinov8 koncentrace pvizokagitoladi2.24 syél)a TEN2 mu puf r
proteasa byla vislednhD naSedPDna t akSi a»80 jrem 2
rovnou pSiblignhn | zokoksahoval TEY lproteasu ro kdheedtidai éca r o
08mgmit. Podle aktivit komer| nh vyr&8bnnédgh TEV p
Zt oho plyne, ¢ge 1 el takto pSipraven®ho z8§sobn
8 U. Zasobni roztoky TEV pretsy byly skladovany ¥,5mi mi krozkumavkgch pS$
i 80 °C.

Gt Dpen2 pr ot plasmidu pREBfDuetl, {5851 1007 51) byl o prov§gd
soul asnhn s dialTzou pm§sdieldlug 2@ 2 c thelzptraolsnt2Sedhp
kapitola 5.2.8, str56). Na jeden mg proteinu Nthl1 bylodoi al yzal n2 membr §ny p ¢
250 U TEV proteasy. GtRhRDpen2? prob2halo pSes noc
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