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1 Úvod 

PŚedkl§dan§ disertaļn² pr§ce je souļ§st² dlouhodob®ho projektu laboratoŚe RNDr. Veroniky 

Obġilové, Ph.D., který se zabývá studiem enzymu neutrální trehalasy (Nth1, EC 3.2.1.28) 

pocházejícího z kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae. V r§mci tohoto projektu byl jiģ dŚ²ve 

studován mechanismus regulace enzymové aktivity Nth1 v závislosti na její fosforylaci a vazbŊ 

kvasniļnĨch proteinŢ 14-3-3 (Bmh1 a Bmh2). V prŢbŊhu tvorby t®to pr§ce jsem se zabĨvala 

¼lohou kationtŢ Ca
2+

 pŚi aktivaci Nth1, protoģe pŚesnĨ molekul§rn² mechanismus t®to interakce 

nebyl doposud objasnŊn. D§le jsem se vŊnovala studiu strukturní podstaty celého procesu 

regulace aktivity Nth1 prostŚednictv²m proteinŢ Bmh1 a/nebo kationtŢ Ca
2+

.  

Enzym Nth1 hraje dŢleģitou roli v obrannĨch reakc²ch kvasinek vŢļi nepŚ²znivĨm vlivŢm, 

jako jsou zmŊny teplot, pŢsoben² oxidativn²ho stresu nebo toxickĨch l§tek. PŚi tomto procesu 

Nth1 hydrolyzuje neredukující disacharid trehalosu za vzniku dvou molekul glukosy. Trehalosa 

slouģ² i v mnoha jinĨch organismech jako z§sobn² sacharid a univerz§ln² ochrana vŢļi stresu. 

Aktivita enzymu Nth1 je regulována fosforylací pomocí proteinkinasy PKA a následnou 

vazbou proteinŢ Bmh1 a Bmh2. K regulaci aktivity tak® pŚisp²v§ vazba kationtŢ Ca
2+

                

na Ca-vazebnou doménu Nth1. Tato doména se nachází na N-koncov® ļ§sti proteinu Nth1 a 

obsahuje tzv. EF-hand motiv D
114

TDKNYQITIED
125

, který je konzervovaný mezi velkým 

mnoģstv²m Ca-vazebnĨch proteinŢ. 

Doposud nebyla vyŚeġena ģ§dn§ struktura neutr§ln² trehalasy poch§zej²c² z eukaryotního 

organismu. Naġe data poskytuj² ucelený strukturní pohled na mechanismus aktivace 

kvasniļn®ho enzymu Nth1 a tak mohou slouģit k lepġ²mu porozumŊn² metabolismu trehalosy a 

trehalas, ale i k pochopen² ¼lohy proteinŢ 14-3-3 v regulaci dalġ²ch enzymŢ. 
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2 Liter§rn² pŚehled 

2.1 Trehalosa 

Trehalosa (Ŭ-D-glukopyranosyl-Ŭ-D-glukopyranosid, viz obrázek 2.1, str. 9) je 

neredukující disacharid, který byl poprvé izolován v roce 1832 z n§melu ģita (Wiggers 1832). 

Své pojmenování trehalosa získala v roce 1858, kdy ji Marcellin Berthelot izoloval jako 

sladkou substanci (trehala manna) obsaģen® v kokonech broukŢ nosatcŢ (Wyatt a Kalf 1956). 

V kvasinkách rodu S. cerevisiae byla trehalosa objevena v roce 1925 (Koch a Koch 1925). 

Tento disacharid byl dále nalezen v buŔk§ch rostlin, bakteri², hub, hmyzu a rŢznĨch 

bezobratlĨch ģivoļichŢ, ale nebyl doposud nalezen u ģ§dn®ho ze savcŢ (Elbein 1974; Thevelein 

1984). 

Jedním z mechanismŢ produkce trehalosy je jej² synt®za z UDP-glukosy a glukosa-6-

fosf§tu pomoc² dvoustupŔov® reakce katalyzovan® komplexem trehalosa-6-fosfátsynthasy a 

trehalosa-6-fosfátfosfatasy (Vandercammen et al. 1989; Londesborough a Vuorio 1991). 

Produkce trehalosy je d§le indukov§na nepŚ²znivĨmi ģivotn²mi podm²nkami, jako jsou sucho, 

vysok® nebo naopak n²zk® teploty, oxidativn² stres nebo pŢsoben² nejrŢznŊjġ²ch toxickĨch 

chemikálií. 

Nashrom§ģdŊn§ trehalosa pŚi stresovĨch podm²nk§ch patrnŊ chr§n² proteiny a bunŊļn® 

membr§ny pŚed poġkozen²m. Nav²c mŢģe tak® v nŊkterĨch buŔk§ch fungovat jako sign§ln² 

nebo regulaļn² molekula, kter§ spojuje metabolismus trehalosy s transportem glukosy a 

glykolýzou. U nŊkolika druhŢ bakteri² (pŚedevġ²m u aktinomycet) byla trehalosa objevena 

v jejich bunŊļnĨch stŊn§ch, kde byla souļ§st² nŊkolika rŢznĨch glykolipidŢ  (Elbein et al. 

2003). 

2.1.1 Funkce trehalosy 

Hladiny trehalosy v buŔk§ch se mŊn² v z§vislosti na f§zi jejich rŢstov®ho cyklu, pŚ²sunu 

ģivin a vnŊjġ²ch vlivech ģivotn²ho prostŚed². U hmyzu je trehalosa hlavn² sloģkou hemolymfy a 

hrudn²ch svalŢ a je spotŚebov§v§na pŚedevġ²m pŚi l®t§n² (Becker et al. 1996). V pŚ²padŊ 

houbových spor jsou obsah trehalosy a jej² hydrolĨza rozhoduj²c² pŚi kl²ļen², kdy je vyuģ²v§na 

jako zdroj uhlíku a produkovaná glukosa jako zdroj energie (Rousseau et al. 1972; Thevelein 

1984). 

PŚi studiu anhydrobiotickĨch organismŢ, kter® dok§ģ² pŚeģ²t bez vody des²tky let, bylo 

objeveno, ģe jejich spoleļnĨm znakem jsou vysok® koncentrace trehalosy uvnitŚ bunŊk. 

Do skupiny takovĨchto organismŢ patŚ² nŊkter® rostliny, kvasinky, spory hub, ale také 
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mikroskopiļt² ģivoļichov® jako hl²stice, v²Śn²ci a cysty art®mi² (Leopold 1986; Crowe et al. 

1984, 1992). PŚi vĨzkumu kvasinkovĨch kultur nach§zej²c²ch se v tzv. log-fázi, které obsahují 

n²zk® koncentrace trehalasy, bylo zjiġtŊno, ģe tyto kvasinky jsou velice citlivé k dehydrataci. 

Naproti tomu kvasinky, kter® se nach§zely ve stacion§rn² f§zi sv®ho rŢstov®ho cyklu, ve kter® 

jsou koncentrace trehalosy vyġġ², projevily vyġġ² schopnost pŚeģit² dehydratace. Tato schopnost 

byla lepġ² pŚi vyġġ²ch koncentrac²ch nashrom§ģdŊn® trehalosy (Gadd et al. 1987). N§slednŊ 

bylo prokázáno, ģe schopnost pŚeģit² v pŚ²tomnosti trehalosy nen² z§visl§ na f§zi rŢstu, ve kter® 

se testované kvasinky nacházejí. Kvasinky nacházející se v log-f§zi vystaven® teplotn²mu ġoku 

zaļaly okamģitŊ syntetizovat trehalosu a t²m zvĨġily svoji schopnost pŚeģ²t n§slednou 

dehydrataci (Hottiger et al. 1987). Schopnost anhydrobiotickĨch organismŢ pŚeģ²t bŊhem 

dehydratace patrnŊ spoļ²v§ v dovednosti trehalosy stabilizovat fosfolipidovou dvojvrstvu 

bunŊļnĨch membr§n (Crowe et al. 1984; Rudolph et al. 1990). Trehalosa má také ochranný 

stabilizuj²c² vliv na labiln² proteiny bŊhem procesu jejich suġen². Mechanismus vazby 

na proteiny je patrnŊ podobnĨ mechanismu vazby na membr§ny ï trehalosa se v§ģe pomoc² 

vodíkových vazeb mezi jejími hydroxylovými skupinami a polárními aminokyselinovými 

zbytky proteinŢ (Carpenter a Crowe 1989). 

PŚi studiu kvasinek rodu S. cerevisiae bylo prok§z§no, ģe podnŊty, kter® spouġtŊj² tzv. 

odezvu teplotn²ho ġoku, tak® vyvol§vaj² akumulaci trehalosy. DŢleģit® in vivo a in vitro studie 

prok§zaly, ģe trehalosa chr§n² buŔky kvasinek pŚed negativními vlivy vysokĨch teplot t²m, ģe 

stabilizuje struktury proteinŢ a chr§n² je pŚed denaturac² a agregac² denaturovanĨch proteinŢ 

(Bell et al. 1992; Singer a Lindquist 1998b). 

Dalġ² dŢleģitou vlastnost² trehalosy je jej² schopnost chr§nit buŔky pŚed negativn²mi vlivy 

kysl²kovĨch radik§lŢ. Pokud nen² pŚ²tomna trehalosa, nejsou bunŊļn® proteiny chr§nŊny a 

dochází vlivem tŊchto radik§lŢ k jejich poġkozov§n² (Benaroudj et al. 2001). 

PŚi vĨzkumu mutantn²ch forem bakteri² E. coli, které nebyly schopné produkovat trehalosu, 

se uk§zalo, ģe tyto bakterie pŚi teplotŊ 4 ÁC um²raj² mnohem rychleji neģ jejich pŚirozen® 

formy. Dalġ² studie prok§zaly, ģe ochlazen² bakteri§ln²ch bunŊk z teploty 37 °C na teplotu 

16 ÁC zpŢsobilo osmkr§t vyġġ² n§rŢst nitrobunŊļn® hladiny trehalosy (Kandror et al. 2002). 

Dalġ² rol² trehalosy tentokr§t v Ś²ġi rostlin je jej² funkce jako signální molekuly nebo 

rŢstového faktoru. Trehalosa nebo jej² metabolity patrnŊ funguje u rostlin jako regul§tor rŢstu, 

jak bylo potvrzeno pŚi vĨzkumu pŚedevġ²m u rostlin rodu Arabidopsis, kdy byla exprese genŢ 

spouġtŊj²c²ch synt®zu trehalosy doprov§zena rŢznĨmi defekty ve vĨvoji a rŢstu tŊchto rostlin  

(Vogel et al. 1998; Müller et al. 1999, 2001). 

Trehalosa byla tak® nalezena v bunŊļnĨch stŊn§ch nŊkterĨch bakteri², jako jsou napŚ²klad 

mykobakterie nebo korynebakterie. Pr§vŊ u tŊchto druhŢ je trehalosa z§kladn² sloģkou 
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glykolipidŢ jejich bunŊļn® stŊny (Lederer 1976). Nejv²ce zn§mĨ a ġiroce studovanĨ je 

trehalosový lipid nazývaný cord-faktor (dimykolát trehalosy), kterĨ je souļ§sti bunŊļnĨch stŊn 

bakterií Mycobacterium tuberculosis. Tento glykolipid je povaģov§n za hlavn² toxickou sloģku 

bunŊļn® stŊny mykobakteri² a je zodpovŊdnĨ za její nízkou propustnost a s tím spojovanou 

vysokou rezistenci tŊchto bakteri² k pŚ²sluġnĨm l®ļivŢm (Brennan a Nikaido 1995). 

2.1.2 Význam trehalosy v kvasinkách rodu S. cerevisiae 

V kvasinkách rodu S. cerevisiae je trehalosa jedním z hlavn²ch z§sobn²ch sacharidŢ a 

zauj²m§ 1 % aģ v²ce neģ 23 % suġiny v závislosti na rŢstovĨch podm²nk§ch a f§zi bunŊļn®ho 

cyklu. Trehalosa se hlavnŊ hromad² v prŢbŊhu obdob² s potlaļenĨm rŢstem napŚ. bŊhem 

nedostatku dusíku, síry nebo fosforu (Lillie a Pringle 1980). Mnoho studií potvrdilo souvislost 

mezi obsahem trehalosy v kvasniļnĨch buŔk§ch a jejich odolnosti vŢļi teplotn²m extr®mŢm, 

dehydrataci a cyklick®mu zamrazov§n² a rozmrazov§n². AutoŚi tŊchto studi² pŚedpokl§daj², ģe 

primární funkce trehalosy v kvasinkách patrnŊ nespoļ²v§ v úloze energetické rezervy, ale v její 

¼loze pŚi ochranŊ bunŊļnĨch membr§n a proteinŢ pŚi  nízkých stavech intracelulární vody 

(Crowe et al. 1984; Attfield 1987; Hottiger et al. 1987; Wiemken 1990). Schopnost trehalosy 

chr§nit proteiny pŚed denaturac² a ochrana dalġ²ch bunŊļnĨch sloģek in vitro, koreluje 

s ochrannou funkc² proti nejrŢznŊjġ²m environment§ln²m stresŢm in vivo (Hottiger et al. 1994; 

De Virgilio et al. 1994). Mnoho dalġ²ch studi² uk§zalo, ģe hromadŊn² trehalosy indukovan® 

subletálními stresy (omezen² pŚ²sunu ģivin, dehydratace, nepŚ²zniv® zmŊny teploty a tlaku nebo 

pŚ²tomnost toxickĨch chemik§li²) nebo nadmŊrnou expres² enzymu trehalosasynthasy, 

umoģŔuje lepġ² pŚeģit² kvasinek za extrémních podmínek (Thevelein 1984; Ribeiro et al. 1997; 

Singer a Lindquist 1998b, 1998a; Nwaka a Holzer 1998; Soto et al. 1999). 

2.2 Trehalasy 

V roce 1893 byl v Aspergillus niger poprvé objeven enzym hydrolyzující disacharid 

trehalosu a nedlouho pot® nŊmeckĨ chemik Hermann Emil Fischer popsal enzym katalyzuj²c² 

hydrolýzu trehalosy v kvasinkách rodu S. cerevisiae (Fischer 1895; Elbein et al. 2003). 

Trehalasy byly zaŚazeny do rodiny glykosidovĨch hydrolas oznaļovan® ļ²slem 37 a v EC 

systému jim byl pŚiŚazen k·d 3.2.1.28. Dodnes byly trehalasy (Ŭ,Ŭ-trehalosa-1-C-

glukohydrolasy) identifikovány v mnoha dalġ²ch organismech od hub a rostlin aģ po ģivoļiġnou 

Ś²ġi (Elbein 1974). U savcŢ vļetnŊ ļlovŊka byla trehalasa nalezena v membr§n§ch stŚevn²ch 

klkŢ a také v proximálních tubulech ledvin (Dahlqvist 1968; Bergoz 1971; Yoneyama a Lever 

1987). Trehalasy jsou jednoznaļnŊ velice vĨznamnĨmi enzymy. Porovn§n² tŊchto enzymŢ 
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pocházejících z rŢznĨch organismŢ odhalilo vysokou konzervovanost prim§rn²ch sekvenc² 

v r§mci evoluļn²ho vĨvoje (Kopp et al. 1993, 1994; Nwaka a Holzer 1998).  

V kvasinkách rodu S. cerevisiae mŢģe bĨt trehalosa hydrolyzov§na tŚemi rŢznĨmi enzymy: 

neutrálními trehalasami Nth1 a Nth2 nebo kyselou trehalasou Ath1. Námi studovaná neutrální 

trehalasa Nth1 se nachází v cytosolu a sv® maxim§ln² enzymov® aktivity dosahuje pŚi pH = 7,0. 

Hydrolýza trehalosy je u kvasinek rozhoduj²c² napŚ²klad pro ¼spŊġn® zotavení z n§sledkŢ 

teplotn²ho ġoku, po dlouhĨch obdob²ch sucha nebo pŚi pŢsoben² rŢznĨch toxickĨch chemik§li² 

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

2.2.1 Hydrolýza trehalosy 

Hydrolýza disacharidu trehalosy (Ŭ-D-glukopyranosyl-Ŭ-D-glukopyranosid) na dvŊ 

molekuly glukosy (viz obrázek 2.1) je velice významná a ļasto dokonce ģivotnŊ dŢleģit§ 

v mnoha ģivotn²ch funkcích rŢznĨch organismŢ, jako je napŚ²klad kl²ļen² houbovĨch spor, 

obnoven² rŢstu klidovĨch bunŊk nebo zisk energie pro let hmyzu (Nwaka a Holzer 1998; 

Becker et al. 1996). Pr§vŊ trehalasy katalyzuj² hydrolĨzu jedn® ze dvou glykosidovĨch vazeb 

tohoto disacharidu, pŚiļemģ dochází k inverzi anomerní konfigurace (Defaye et al. 1983). 

 

Obrázek 2.1: Hydrolytick® ġtŊpen² trehalosy (Ŭ-D-glukopyranosyl-Ŭ-D-glukopyranosid) na dvŊ 

molekuly glukosy katalyzované trehalasami. 

2.2.2 Lokalizace a vlastnosti kvasniļnĨch trehalas 

PŚi vĨzkumu lokalizace enzymu trehalasy a jeho substrátu trehalosy v kvasinkách bylo 

zjiġtŊno, ģe po poruġen² a centrifugaci jejich protoplastu, trehalasa zŢstane rozpuġtŊn§ 

v supernatantu na rozdíl od  trehalosy, která zŢstane v peletŊ. Tato skuteļnost byla vysvŊtlena 

pŚedpokladem, ģe se trehalosa patrnŊ v§ģe na cytoplazmatickou membránu a enzym trehalasa 

nikoliv (Souza a Panek 1968).  

N§slednŊ bylo prok§z§no, ģe neutrální trehalasa se nachází v bunŊļn®m cytosolu  a 

permanentnŊ aktivn² kyselá trehalasa se nachází ve vakuolách (van Solingen a van der Plaat 
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1975; Wiemken a Schellenberg 1982; Keller et al. 1982). Kyselá trehalasa Ath1 je maxim§lnŊ 

aktivn² pŚi pH = 4,5 na rozd²l od neutr§ln² trehalasy, jej²ģ fosforylovan§ forma m§ pH optimum 

pŚi pH = 7 (Londesborough a Varimo 1984; Mittenbühler a Holzer 1988). V kvasinkách rodu 

S. cerevisiae je aktivita neutr§ln² trehalasy regulov§na mnoģstv²m cAMP v jejich buŔk§ch, coģ 

se dŊje prostŚednictv²m fosforylace pomoc² cAMP-dependentní proteinkinasy (PKA) (van der 

Plaat 1974; van Solingen a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer 

1989).   

PŚi porovn§v§n² vlastnost² kvasniļnĨch trehalas s trehalasami z jinĨch organismŢ bylo 

zjiġtŊno, ģe ostatn² trehalasy jsou patrnŊ m®nŊ regulovateln® a ģe jejich pH optimum je vŊtġinou 

kyselé. Nav²c doposud nebyla u ģ§dn® z nich prokázána kontrola aktivity prostŚednictv²m 

fosforylace pomoc² PKA. PŚ²kladem mohou bĨt trehalasy z bakterií E. coli (Gutierrez et al. 

1989; Tourinho-dos-Santos et al. 1994), ze samļ²ch pŚ²datnĨch pohlavn²ch ģl§z potemn²ka 

mouļn®ho (Takiguchi et al. 1992), ze stŚedn²ho stŚeva larev bource moruġov®ho (Su et al. 

1993), z cvrļka dom§c²ho (Teo a Woodring 1993) a z ledvin a resorpļn²ch bunŊk tenk®ho 

stŚeva kr§l²kŢ (Galand 1984; Ruf et al. 1990). 

2.2.3 Isoformy kvasniļnĨch trehalas 

V roce 1993 byl u kvasinek rodu S. cerevisiae poprvé popsán gen NTH1 (Kopp et al. 1993) 

a dále byl objeven i jeho N-koncovĨ pŚesah obsahuj²c² potenci§ln² fosforylaļn² m²sta pro PKA 

(Wolfe a Lohan 1994; Kopp et al. 1994).  

N§slednŊ byl popsán také gen NTH2, který je vysoce homologní s genem NTH1, ale jehoģ 

funkce je doposud nepŚ²liġ objasnŊna (Wolfe a Lohan 1994; Nwaka et al. 1995). NTH1 a NTH2 

jsou tedy dva rozdílné geny, pŚiļemģ gen NTH2 je ze 72 % shodný s nukleotidovou sekvencí 

genu NTH1 a protein produkovanĨ na z§kladŊ genu NTH2 je ze 77 % identický 

s aminokyselinovou sekvencí proteinu Nth1. Protein Nth2 také obsahuje N-koncovĨ pŚesah a 

pŚ²padn§ fosforylaļn² m²sta pro PKA (Kopp et al. 1994; Wolfe a Lohan 1994). PŚi deleci genu 

NTH2 v kvasinkách rodu S. cerevisiae nebyl pozorován ģ§dnĨ dramatickĨ vliv 

na metabolismus trehalosy ï neprok§zaly se ģ§dn® zmŊny trehalasov® aktivity ani zmŊny 

v koncentraci trehalosy. Naproti tomu se vġak objevila horġ² schopnost reakce na teplotn² ġok 

(Nwaka et al. 1995). Bylo tak® zjiġtŊno, ģe enzymov§ aktivita Nth2 se zvyġuje v pŚ²tomnosti 

extracelulární trehalosy (Jules et al. 2008).  

Kyselá trehalasa Ath1 je kódována genem ATH1 a pojmenovan§ d²ky sv®mu niģġ²mu 

pH optimu (maximální enzymové aktivity dosahuje pŚi pH = 4,5). Ath1 vykazuje pouze nízkou 

sekvenļn² homologii s Nth1 a je dŢleģit§ pŚi rŢstu kvasinek na médiích obsahujících trehalosu 

jako zdroj uhlíku (Nwaka et al. 1996a). 
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Jak jiģ bylo uvedeno v pŚedchoz² kapitole, porovn§n² aminokyselinových sekvencí trehalas 

z rŢznĨch organismŢ odhalilo, ģe kvasniļn® neutr§ln² trehalasy Nth1 a Nth2 (z kvasinek rodu 

S. cerevisiae a K. lactis) se od sekvencí z ostatn²ch organismŢ liġ² vĨraznŊ delġ² N-koncovou 

oblastí (Nwaka a Holzer 1998). Toto prodlouģen² N-koncov® oblasti m§ svŢj vĨznam 

pŚi regulaci aktivity tŊchto dvou enzymŢ cAMP-dependentní fosforylací pomocí PKA a 

následnou vazbou kvasniļnĨch proteinŢ 14-3-3 (Bmh1 a Bmh2) (Uno et al. 1983; Ortiz et al. 

1983; van der Plaat 1974; Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012). 

2.2.4 Kvasniļn§ neutrální trehalasa Nth1 

V kvasinkách rodu S. cerevisiae byl enzym hydrolyzující trehalosu poprvé identifikován 

v roce 1895 (Fischer 1895). Avġak aģ t®mŊŚ o sto let pozdŊji v roce 1982 byla popsána 

inaktivn² forma trehalasy (tzv. zymogen) a bylo odhaleno, ģe aktivita tohoto enzymu je z§visl§ 

cAMP-dependentní fosforylaci (Thevelein 1984). Bylo tak® zjiġtŊno, ģe defosforylace 

vypurifikovan® fosforylovan® Nth1 pomoc² alkalick® fosfatasy zpŢsobuje kompletn² deaktivaci 

Nth1, zatímco refosforylace inkubací s PKA a ATP zpŢsobuje obnoven² aktivity Nth1 (App a 

Holzer 1989). 

Jak jiģ bylo popsáno v pŚedchoz²ch kapitolách, neutrální trehalasa Nth1 se nachází 

v cytosolu na rozdíl od kyselé trehalasy Ath1, která byla lokalizována ve vakuolách 

(Londesborough a Varimo 1984). PŚi prvn²ch purifikac²ch a separac²ch na nedenaturujícím gelu 

vykazovala Nth1 molekulovou hmotnost 160 kDa a v pŚ²padŊ separace pomoc² denaturuj²c² 

SDS-PAGE byla její hmotnost stanovena na pŚibliģnŊ 80 kDa (App a Holzer 1989).  

PŚi testování substrátové specifity byla vhodným substrátem pro enzym Nth1 pouze 

trehalosa. Testované disacharidy cellobiosu, maltosu, laktosu, sacharosu, rafinosu a melibiosu 

tento enzym nehydrolyzoval. První stanovená Michaelisova konstanta (Km) enzymu Nth1 

pro trehalosu byla 35 mM a jej² n²zk§ hladina byla zdŢvodnŊna t²m, ģe trehalosa zaujímá 23 % 

kvasniļn® suġiny. PŚedpokl§d§ se tedy, ģe trehalasa m§ velkou fyziologickou dŢleģitost 

pŚi udrģov§n² nebo sniģov§n² koncentrace trehalosy v buŔk§ch kvasinek (Dellamora-Ortiz et al. 

1986; App a Holzer 1989). 

PŚi dalġ²ch studi²ch kinetiky procesu hydrolĨzy trehalosy bylo zjiġtŊno, ģe Km pNth1 

pro trehalosu v pŚ²tomnosti proteinu 14-3-3, pŚi pH = 7,5 a teplotŊ 30 °C dosahuje hodnoty 

8 ± 1 mM a ģe ļ²slo pŚemŊny (kcat) je rovno 71 ± 4 s
ī1

 (kcat/Km = 8,9 s
ī1

 mM
ī1

). Tyto hodnoty 

jsou srovnatelné s dalġ²mi dŚ²ve publikovanĨmi hodnotami Km, které se pohybovaly v rozmezí 

5 aģ 10 mM (Avigad et al. 1965; Londesborough a Varimo 1984; Dellamora-Ortiz et al. 1986). 

PŚi mŊŚen²ch prob²haj²c²ch za stejnĨch podm²nek, ale v pŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+

 o výsledné 

koncentraci 5 mM, byla hodnota Km rovna 3,6 ± 0,7 mM a hodnota kcat rovna 42 ± 2 s
ī1

 (kcat/Km 
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= 11,7 s
ī1

 mM
ī1
). Tyto vĨsledky prok§zaly, ģe vazba proteinu 14-3-3 vĨraznŊ zvyġuje ļ²slo 

pŚemŊny pNth1 (pŚibliģnŊ 11Ĭ) a ve srovnání s aktivitou pNth1 indukovanou pouze pŚ²tomnost² 

kationtŢ Ca
2+
. Nav²c pŚi testech pomoc² AUC bylo prok§z§no, ģe kationty Ca

2+
 neovlivŔuj² 

monomern² stav proteinu Nth1 a tak vyġġ² aktivita namŊŚen§ v souļasn® pŚ²tomnosti proteinŢ 

14-3-3 a kationtŢ Ca
2+

 nemŢģe souviset se zmŊnou oligomerního stavu Nth1 (Veisova et al. 

2012). 

2.2.5 Funkce kvasniļnĨch neutr§ln²ch trehalas 

V kvasinkách rodu S. cerevisiae je neutrální trehalasa Nth1 velice významným enzymem, 

protoģe bylo dok§z§no, ģe trehalosa v nich pŢsob² jako regul§tor metabolismu a ovlivŔuje tak® 

aktivitu kl²ļovĨch enzymŢ, jako je napŚ²klad hexokinasa (Nwaka a Holzer 1998). PŚeruġen²m 

vegetaļn²ho klidu rŢznĨch kvasinkovĨch a houbovĨch spor pomoc² teplotn²ho ġoku (Van 

Assche et al. 1972) nebo pŚ²davku glukosy (van der Plaat 1974; Thevelein et al. 1982) dochází 

k prudk®mu vzrŢstu aktivity trehalasy. PŚiļemģ aktivace trehalasy glukosou je reverzibilní 

proces (Thevelein a Jones 1983). 

Po teplotním ġoku se zvyġuje exprese NTH1 genu a to se projevuje jak na hladinŊ pŚ²sluġn® 

mRNA, tak i v intenzitŊ enzymov® aktivity Nth1. SouļasnŊ se zvyġuje exprese 

trehalosasynthasy a simult§nnŊ vzrŢst§ koncentrace trehalosy (Nwaka et al. 1995, 1996b). Tyto 

zd§nlivŊ marn® cyklick® pŚemŊny trehalosy bŊhem teplotního stresu jsou patrnŊ nezbytn® 

pro udrģen² konstantn² koncentrace glukosy v cytosolu (Hottiger et al. 1987). PŚedpokl§d§ se, 

ģe glukosa z²skan§ z trehalosy mŢģe bĨt nezbytn§ pro pŚeģití teplotního ġoku (Nwaka et al. 

1995, 1996b). Navíc trehalosa bŊhem vysokých teplot udrģuje proteiny a membr§ny v jejich 

nativn²m stavu a sniģuje agregaci proteinŢ. Avġak pro úplnou obnovu po teplotním ġoku je 

nutná také degradace trehalosy (Singer a Lindquist 1998b). 

Exprese genu NTH1 je také indukována chemickými stresy vyvolanými chemikáliemi, jako 

jsou H2O2 (oxidativní stres), cykloheximid (inhibice proteosyntézy), CuSO4 a NaAsO2 (toxické 

chemikálie). Je tedy moģn® pŚedpokl§dat ¼ļast Nth1 na obranných mechanismech proti vlivu 

oxidativn²ho stresu a toxickĨch l§tek. Naproti tomu pŚ²tomnost NaCl nezpŢsobuje ģ§dnĨ vzrŢst 

její exprese a aktivity Nth1, z ļehoģ vyplĨv§, ģe se nepod²l² na procesech odpov²daj²c²ch 

za osmotický stres (Zähringer et al. 1997). 

2.2.6 Primární struktura neutrální trehalasy Nth1 

Primární struktura neutrální trehalasy Nth1 pocházející z kvasinek rodu S. cerevisiae je 

charakteristick§ dvŊma konzervovanĨmi dom®nami a neuspoŚ§danĨm N-koncem, kterĨ se liġ² 

od N-koncŢ neutr§ln²ch trehalas poch§zej²c²ch z jinĨch organismŢ a navíc obsahuje kl²ļov§ 
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fosforylaļn² m²sta. ProstŚednictv²m PKA jsou fosforylovan® ļtyŚi serinov® zbytky S20, S21, 

S60 a S83 (App a Holzer 1989; Kopp et al. 1993, 1994; Nwaka et al. 1995; Veisova et al. 

2012). V N-koncov® ļ§sti jsou souļasnŊ um²stŊny tak® specifické vazebné motivy pro protein 

14-3-3, zahrnuj²c² pŚ²sluġn® fosforylovan® seriny (Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012). 

Naproti tomu katalytická doména (sekvence 163ī721) obsahující aktivní centrum enzymu je 

mezi jednotlivými neutrálními trehalasami vysoce konzervována (Amaral et al. 1997). Schéma 

primární struktury enzymu Nth1 se nachází na obrázku 2.2. 

 

Obrázek 2.2: Schéma primární struktury neutrální trehalasy Nth1 pocházející z kvasinek rodu 

S. cerevisiae. N-koncov§ ļ§st Nth1 (oranģov§ barva) obsahuje ļtyŚi fosforylaļn² m²sta pro PKA 

(S20, S21, S60 a S83). Relativní pozice vazebných míst pro vazbu proteinu 14-3-3 jsou S60 a 

S83. Na stejném konci se nachází i konzervovaná Ca-vazebná doména (modrá barva), která 

nese vazebné místo pro kationty Ca
2+

 tzv. EF-hand motiv (sekvence D114īD125). Vysoce 

konzervovan§ katalytick§ dom®na (sekvence 163ī721) je vyznaļena zelenŊ. 

 

Dalġ² dom®nou Nth1 je konzervovaná Ca-vazebná doména (sekvence 105ī135), která se 

nachází na N-konci tohoto enzymu a obsahuje vazebné místo pro kationty Ca
2+

. Tento                   

Ca-vazebný motiv je svou strukturou velice podobný m²stŢm, která obsahují i jiné enzymy 

v§ģ²c² v§pn²k. TypickĨm motivem tŊchto proteinŢ je tzv. EF-hand motiv (sekvence 114ī125, 

viz kapitola 2.2.10, str. 17) (Davis et al. 1986; Babu et al. 1988; Geiser et al. 1991; Amaral et 

al. 1997; Eck et al. 1997; Soto et al. 1999; Franco et al. 2003).  

2.2.7 Krystalové struktury neutrální trehalasy z E. coli 

PŚestoģe bylo v rodinŊ glykosidovĨch hydrolas 37 (GH37) klasifikováno pŚibliģnŊ 130 

otevŚenĨch ļtec²ch r§mcŢ, doposud byla uveŚejnŊna trojrozmŊrn§ struktura pouze jednoho 

enzymu z této rodiny. Touto strukturou je krystalová struktura periplasmatické trehalasy 

Tre37A pocházející z bakterií kmene E. coli  (viz obrázek 2.3, str. 14), která vznikla v rámci 

vĨvoje a vĨzkumu trehalasovĨch inhibitorŢ ï potenci§ln²ch novĨch insekticidŢ (Gibson et al. 

2007). 
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Struktura trehalasy Tre37A obsahuje tzv. (Ŭ/Ŭ)6 barel ï strukturu podobnou strukturám 

dalġ²ch Ŭ-thoroid§ln²ch glykosidas, jako jsou napŚíklad GH94 chitobiosa-fosforylasa (Hidaka et 

al. 2004), GH15 glukoamylasa (Aleshin et al. 1994) nebo GH65 maltosa-fosforylasa (Egloff et 

al. 2001). Vġechny tyto enzymy patŚ² do rodiny glukoamylas a katalyzuj² reakce spoļ²vaj²c² 

v inverzi anomern² konfigurace substr§tu, stejnĨm zpŢsobem jakĨm funguje trehalasa Tre37A 

(Gibson et al. 2007). Jak je vidŊt na krystalov® struktuŚe trehalasy Tre37A její aktivní centrum 

je ukryt® uvnitŚ jej² celkov® struktury. Proto je pro pŚ²stup substr§tu a ochod produktu 

z aktivn²ho centra enzymu pravdŊpodobnŊ nutn§ vĨrazn§ konformaļn² zmŊna cel® t®to oblasti. 

 

Obrázek 2.3: Stuģkov§ reprezentace krystalov® struktury Tre37A v komplexu validoxylaminem 

A (VDM) (2JF4, vlevo) a v komplexu s 1-thiatrehazolinem (2JG0, vpravo). Aminokyselinové 

zbytky, kter® zast§vaj² roli kyseliny (Asp312) a b§ze (Glu496) pŚi hydrolýze substrátu jsou 

zn§zornŊny ļervenou barvou. Pro tvorbu obr§zkŢ byly pouģit program PyMOL 

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

 

ObŊ struktury poslouģily tak® pŚi vĨzkumu mechanismu hydrolĨzy trehalosy 

prostŚednictv²m trehalas. Jak jiģ bylo pops§no v kapitole 2.2.1 (viz str. 9) glykosidová 

hydrolýza je spojená s inverzí anomerní konfigurace a probíhá podle kanonického mechanismu, 

kterĨ zahrnuje nukleofiln² atak substr§tu molekulou vody.  PŚedpokl§d§ se, ģe zbytek kyseliny 

asparagov® (Asp312) hraje pŚi hydrolytické reakci roli kyseliny a zbytek kyseliny glutamové 

(E496) naopak roli Brønstedovy zásady (Defaye et al. 1983; Gibson et al. 2007). 
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2.2.8 Regulace aktivity neutrální trehalasy Nth1 

Aktivita Nth1 je regulov§na kombinovanĨm vlivem nŊkolika faktorŢ: vazbou kationtŢ Ca
2+ 

(Franco et al. 2003), aktivací pomocí fosforylace cAMP-dependentní proteinkinasou (PKA) 

(Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983), n§slednou vazbou kvasniļnĨch proteinŢ 14-3-3 (Bmh1 a 

Bmh2) (Zähringer et al. 1997; Panni et al. 2008; Veisova et al. 2012), inhibicí vazby proteinu 

14-3-3 proteinem Dcs1 (Liu et al. 2002; De Mesquita et al. 2003; Schepers et al. 2012) a také 

napŚ²klad koncentrací celulární glukosy (Pernambuco et al. 1996).  

V roce 1984 bylo prok§z§no, ģe neutr§ln² trehalasa Nth1 poch§zející z kvasinek rodu 

S. cerevisiae potŚebuje pro svoji aktivitu kationty Ca
2+

 nebo Mn
2+

, na rozdíl od kyselé trehalasy 

Ath1 (Londesborough a Varimo 1984). Regulace enzymové aktivity neutrální trehalasy 

prostŚednictv²m kationtŢ Ca
2+

 byla odhalena v roce 2003 také u kvasinek rodu S. pombe 

(Franco et al. 2003), kdy byl u tŊchto kvasinek objeven konzervovaný Ca-vazebný motiv, který 

je rovnŊģ pŚ²tomnĨ u kvasinek rodu S. cerevisiae (viz kapitola 2.2.10, str. 17).  

OvlivŔov§n² aktivity Nth1 prostŚednictv²m fosforylace pomoc² PKA je dobrĨm pŚ²kladem 

reciprok® regulace degradace a synt®zy. PŚi tomto procesu je trehalosa-6-fosfatasasynthasa 

inaktivována cAMP-dependentní fosforylací a znovu aktivována defosforylací (Panek et al. 

1987). Coģ je v souladu s degradací trehalosy pomocí neutrální trehalasy aktivované cAMP-

dependentní fosforylací a inaktivované defosforylací (van Solingen a van der swar 1975; 

Londesborough a Varimo 1984; Ortiz et al. 1983; App a Holzer 1989) 

VĨzkum prov§dŊnĨ van Heusdenem mezi roky 2006 a 2009 potvrdil, ģe se v buŔk§ch 

kvasinek rodu S. cerevisiae se nach§zej² dva typy genŢ pro proteiny 14-3-3 (BMH1 a BMH2), 

kter® jsou vysoce homologn² a tak® esenci§ln² ve vŊtġinŊ laboratorn²ch kmenŢ (van Heusden a 

Steensma 2006; van Heusden 2009). Studium vlivu proteinŢ 14-3-3 na aktivitu pNth1 

prokázalo, ģe vazba proteinŢ 14-3-3 vĨraznŊ zvyġuje aktivitu pNth1. A z§roveŔ bylo zjiġtŊno, 

ģe aktivace proteinem 14-3-3 je mnohem ¼ļinnŊjġ² neģ aktivace kationty Ca
2+ 

 (viz kapitoly 

2.2.10 a 2.3.8, str. 17 a str. 31) (Veisova et al. 2012). 

K dalġ²mu z§sadn²mu prŢlomu pŚi studiu regulace aktivity Nth1 doġlo pŚi in vivo pokusech, 

kdy byl identifikov§n tak® jinĨ regulaļn² mechanismus aktivace trehalasy, který neprobíhal 

prostŚednictv²m proteinŢ 14-3-3. Byla nalezena souvislost mezi proteinem Dcs1 (enzym 

odstraŔuj²c² ļepiļku z konce mRNA) a inhibicí aktivity fosforylované pNth1. Enzym Dcs1, 

jehoģ molekul§rn² hmotnost je cca 40 kDa, nejen ģe inhibuje aktivitu pNth1, ale tak® patrnŊ 

reguluje její expresi a tak funguje jako preventivn² opatŚen² zbyteļn® cyklick® synt®zy a 

degradace trehalosy. PŚedpokl§d§ se, ģe vazba proteinu Dcs1 na pNth1 br§n² vazbŊ proteinu  
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14-3-3 na pNth1 a tím blokuje její aktivaci  (Liu et al. 2002; De Mesquita et al. 2003; Schepers 

et al. 2012).  

PŚi vĨzkumu dvou sign§ln²ch drah z§vislĨch na koncentraci glukosy, kter® se mezi sebou 

liġ² z§vislost² na fosforylaci glukosy, bylo objeveno, ģe tyto dvŊ dr§hy v sobŊ zahrnuj² tak® 

aktivaci enzymu trehalasy (Pernambuco et al. 1996). 

2.2.9 VĨznam fosforylace pŚi regulaci aktivity Nth1 

V kvasinkách rodu S. cerevisiae je aktivita neaktivního zymogenu trehalasy iniciována 

fosforylací pomocí cAMP-dependentní proteinkinasy (PKA) (van der Plaat 1974; van Solingen 

a van der Plaat 1975; Ortiz et al. 1983; Uno et al. 1983; App a Holzer 1989).  App a Holzer 

jako prvn² dok§zali izolovat a charakterizovat ļistĨ enzym neutr§ln² trehalasy a identifikovali 

serin, jako aminokyselinu fosforylovanou pomocí PKA (App a Holzer 1989). Bylo prokázáno, 

ģe cAMP-dependentní proteinkinasa (PKA) v kvasniļn®m extraktu zvyġuje enzymovou aktivitu 

trehalasy (Uno et al. 1983; App a Holzer 1989). D§le bylo prok§z§no, ģe Nth1 obsahuje 17 

potenciálních míst pro PKA a ģe jej² aktivace souvis² s fosforylac² v²ce neģ jednoho serinov®ho 

zbytku. Jako kl²ļov® byly oznaļeny S20, S21 a S83 (Wera et al. 1999). 

Analýza fosfoproteinŢ z bunŊļn®ho lyz§tu kvasinek rodu S. cerevisiae pomocí MS odhalila 

serinové zbytky S21, S23 a S83, jako místa fosforylovaná in vivo. S23 byl pŚitom oznaļen jako 

c²l jin® proteasy neģ PKA (Ficarro et al. 2002). 

PŚi rozs§hl®m vĨzkumu vĨznamu proteinŢ 14-3-3 bylo odhaleno, ģe mnoho jejich 

vazebnĨch partnerŢ je fosforylov§no na nŊkolika aminokyselinovĨch zbytc²ch najednou. Velmi 

ļasto jsou poté pŚi interakci s proteinem 14-3-3 zahrnuty souļasnŊ dva takov® fosforylované 

vazebné motivy (Yaffe 2002). Bylo prok§z§no, ģe i Nth1 je fosforylována pomocí PKA 

na nŊkolika m²stech a n§slednŊ interaguje s kvasniļnĨmi proteiny 14-3-3, coģ vede k její 

aktivaci doned§vna neobjasnŊnĨm mechanismem (Panni et al. 2008). V první studii se 

pŚedpokl§dalo, ģe interakce mezi pNth1 a proteiny 14-3-3 je zprostŚedkov§na fosforylac² 

serinovĨch zbytkŢ S21 a S23 pocházejících z N-koncov® ļ§sti Nth1 (Panni et al. 2008). Tato 

hypot®za byla vyvr§cena studiemi prov§dŊnĨmi v naġ² laboratoŚi, kter§ jako kl²ļov§ 

fosforylaļn² m²sta odhalila S60 a S83. Rozd²ln® z§vŊry první studie byly pravdŊpodobnŊ 

zapŚ²ļinŊny jinĨm metodickĨm pŚ²stupem, pŚi kter®m byly pro výzkum vazby pNth1 na protein 

14-3-3 pouģ²v§ny pouze kr§tk® syntetick® fosfopeptidy. Naproti tomu pŚi experimentech 

prov§dŊnĨch v naġ² laboratoŚi byly pouģity jedno nebo dvojitŊ fosforylovan® mutantn² formy 

pNth1, pŚiļemģ d®lka testovaného enzymu odpov²dala jeho pŚirozen® formŊ (Veisova et al. 

2012). 
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V dobŊ, kdy jeġtŊ nebyla identita a role jednotlivých míst fosforylovaných pomocí PKA 

odhalena, byla publikov§na dalġ² práce, kde byly k objasnŊn² tŊchto nezn§mĨch pouģity také 

fosfospecifické protilátky. Ty pak prok§zaly, ģe aktivace trehalasy prostŚednictvím glukosy a 

dusíku in vivo je spojena s fosforylac² S21 a S83.  Je nutn® poznamenat, ģe v této studii nebyly 

pouģity fosfospecifick® protil§tky anti-pSer20 a anti-pSer60, protoģe nedok§zaly rozliġit mezi 

fosforylovanou a nefosforylovanou formou Nth1 (Schepers et al. 2012). 

Analýza fosforylovaného enzymu Nth1 pomocí MS (provedena naġ² skupinou) odhalila 

na neuspoŚ§dan®m N-konci tohoto rekombinantn²ho proteinu ļtyŚi serinov® zbytky (S20, S21, 

S60 a S83) fosforylované pomocí PKA in vitro (Veisova et al. 2012). Význam jednotlivých 

fosforylaļn²ch m²st byl n§slednŊ studován pomocí cílené bodové mutageneze a bylo odhaleno, 

ģe serinov® zbytky S60 a S83 jsou prim§rnŊ zodpovŊdn® za aktivaci Nth1 z§vislou 

na fosforylaci pomoc² PKA a n§sledn® vazbŊ proteinŢ 14-3-3. Tato skuteļnost byla potvrzena 

jak stanovením enzymové aktivity in vitro, tak aktivaļn²mi studiemi prov§dŊnĨmi 

na mutantních formách in vivo (Veisova et al. 2012). MŊŚen² enzymov® aktivity odhalilo, ģe 

pro plnou aktivaci enzymu a pro vazbu proteinu 14-3-3 je nutn§ fosforylace alespoŔ jednoho 

z tŊchto dvou fosforylaļn²ch m²st (buŅ S60 anebo S83). 

2.2.10 Vliv kationtŢ Ca2+ na aktivitu neutrální trehalasy 

PŚi prvn²ch studi²ch regulace aktivity neutrální trehalasy Nth1 pocházející z kvasinek rodu 

S. cerevisiae, bylo zjiġtŊno, ģe aktivita tohoto enzymu je závislá na pŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+

 

nebo Mn
2+

, ne vġak na pŚ²tomnosti kationtŢ Mg
2+

 a je inhibov§na pŚ²tomnost² chelataļn²ch 

ļinidel, jako jsou EDTA nebo EGTA (Londesborough a Varimo 1984; App a Holzer 1989; 

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

PŚi podrobnŊjġ²m zkoum§n² mechanismu, kterĨm je pŚi teplotn²m ġoku indukov§na 

akumulace trehalosy v kvasinkách rodu S. cerevisiae bylo zjiġtŊno, ģe v nepŚ²tomnosti kationtŢ 

Ca
2+

 nevykazují Ath1 ani pNth1 t®mŊŚ ģ§dnou enzymovou aktivitu. Uk§zalo se také, ģe 

koncentrace kationtŢ Ca
2+

 potŚebn§ pro dosaģen² poloviny maxim§ln² aktivity se zvyġuje 

se zvyġuj²c² se teplotou. PŚi teplotŊ 30 ÁC byla potŚeba pŚ²tomnost kationtŢ Ca
2+

 o koncentraci 

1 ɛM a pŚi teplotŊ 40 °C musela být koncentrace kationtŢ Ca
2+

 zvĨġena na 20 ɛM pro dosaģen² 

poloviny maximální enzymové aktivity pNth1 (Neves a François 1992). 

Dále bylo prok§z§no, ģe aktivace kvasniļn® neutr§ln² trehalasy za rŢznĨch podm²nek z§vis² 

na kationtech Ca
2+

 nav§zanĨch pŚes specifickĨ vazebnĨ motiv (Franco et al. 2003). Tento 

vazebnĨ motiv se oznaļuje jako EF-hand (viz obrázek 2.4, str. 18, vlevo) a je obsaģenĨ 

v konzervované Ca-vazebné doménŊ. U kvasinek rodu S. pombe zodpovídají za koordinaļn² 

vazbu vápníku zbytky kyseliny asparagové (D97, D99 a D108) (Franco et al. 2003). 
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V pŚ²padŊ Nth1 z kvasinek rodu S. cerevisiae se konzervovaná Ca-vazebná doména tohoto 

enzymu nachází v oblasti prim§rn² sekvence 105ī135, tedy na N-konci Nth1. Tzv. EF-hand 

motiv (sekvence 114ī125) (viz obrázek 2.4, vpravo) um²stŊnĨ v t®to dom®nŊ je svou strukturou 

velice podobnĨ m²stŢm, kter§ obsahuj² i jin® enzymy v§ģ²c² v§pn²k (Davis et al. 1986; Babu et 

al. 1988; Geiser et al. 1991; Amaral et al. 1997; Eck et al. 1997; Soto et al. 1999; Franco et al. 

2003). Pro koordinaļn² vazbu kationtu Ca
2+

 jsou patrnŊ kl²ļov® aminokyselinové zbytky 

um²stŊn® na konzervovanĨch pozic²ch tohoto motivu (D114, D116, N118 a D125). 

 

Obrázek 2.4: Uskupení helix-smyļka-helix tzv. EF-hand motiv je konzervované u velkého 

mnoģstv² Ca-vazebných proteinŢ (E-helix ģlutŊ, F-helix modŚe, kationt Ca
2+

 zelenŊ). Sch®ma 

EF-hand motivu z lev® ļ§sti obr§zku bylo pŚevzato z (Berg et al. 2002). Vpravo je stuģkovĨ 

model a primární sekvence EF-hand motivu z Nth1. Pro koordinaļn² vazbu kationtu Ca
2+

 jsou 

rozhodující aminokyselinové zbytky D114, D116, N118 a D125 um²stŊn® na konzervovanĨch 

pozicích tohoto motivu. Model byl vyroben pomocí programu Modeler verze 9.12 (Eswar et al. 

2007) na z§kladŊ struktury EF-hand motivu kalmodulinu (PDB kód 1EXR) (Wilson a Brunger 

2000). 

 

PŚi vĨzkumu neutrální trehalasy z kvasinek rodu S. pombe bylo zjiġtŊno, ģe na rozdíl 

od neutrálních trehalas z kvasinek rodu S. cerevisiae a K. lactis, nezvyġuje svoji enzymovou 

aktivitu v pŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+

 (Londesborough a Varimo 1984; Amaral et al. 1997; 

Franco et al. 2003). Avġak stejnŊ jako u trehalas ze zm²nŊnĨch druhŢ kvasinek, sniģuje svoji 

aktivitu v pŚ²tomnosti chelataļn²ch ļinidel. Zd§ se tedy, ģe kationty Ca
2+

 jsou v pŚ²padŊ 

neutrální trehalasy z S. pombe, sp²ġe esenci§ln² a integrální sloģkou aktivní formy tohoto 

enzymu. PŚi dalġ²m vĨzkumu tohoto enzymu byla vŊnov§na pozornost tzv. EF-hand motivu, 

který byl objeven nejdŚ²ve u neutrálních trehalas z kvasinek rodu S. cerevisiae a K. lactis 

(Amaral et al. 1997) a n§slednŊ i u dalġ²ch druhŢ, kterými byly S. pombe, Candida albicans, 

Aspergillus nidulans a Neurospora crassa (dô Enfert et al. 1999; Eck et al. 1997; Soto et al. 
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1998). Nicm®nŊ pŚesn§ funkce tohoto motivu nebyla objasnŊna. U zn§mĨch Ca-vazebných 

proteinŢ, jako je napŚ²klad kalmodulin, se tento vazebnĨ motiv vyskytuje ļasto v párech a 

vyznaļuje se kooperativn² vazbou kationtŢ Ca
2+

. Pokud dojde mutaci zbytkŢ kyselin 

asparagovĨch na kl²ļovĨch pozic²ch tohoto motivu (pozice 1 a 12), je vazba kationtŢ Ca
2+

 

dramaticky sn²ģena, anebo nen² vŢbec moģn§ (Rashidi et al. 1999). Nav²c bylo prok§z§no, ģe 

kyselé aminokyselinové zbytky na pozicích 3, 5, a 9 v EF-hand motivu zastávají také 

rozhoduj²c² roli pŚi vazbŊ kationtŢ Ca
2+

 na tento motiv. PŚi zmŊnŊ aminokyselinovĨch zbytkŢ 

na tŊchto pozic²ch nebo v jejich tŊsn® bl²zkosti doch§z² k poklesu afinity pro kationty Ca
2+ 

(Starovasnik et al. 1992; Chandra et al. 1994). 

Neutrální trehalasy pocházející z rŢznĨch druhŢ kvasinek nesou zbytky kyseliny 

asparagové na konzervovaných pozicích 1, 3 a 12 v rámci svého EF-hand motivu. V pŚ²padŊ 

neutrální trehalasy pocházející z S. pombe bylo poprv® fyzicky dok§z§no, ģe se kationty Ca
2+

 

opravdu v§ģ² na tento enzym (pŚestoģe s mnohem menġ² afinitou, neģ je tomu napŚ²klad 

u kalmodulinu). Nav²c pomoc² c²len® bodov® mutageneze bylo dok§z§no, ģe se kationty Ca
2+

 

v§ģ² na neutr§ln² trehalasu opravdu pŚes zbytky kyselin asparagovĨch, kter® se nach§zej²              

v EF-hand motivu. V pŚ²padŊ neschopnosti v§zat kationty Ca
2+

 navíc doġlo u neutrální trehalasy 

pocházející z S. pombe ke ztr§tŊ enzymov® aktivity. AutoŚi t®to studie se na z§kladŊ 

dosaģenĨch vĨsledkŢ domn²vali, ģe kationty Ca
2+

 ovlivŔuj² aktivitu trehalasy t²m, ģe jsou 

ned²lnou souļ§st² aktivn² formy tohoto enzymu. Jejich hypot®za byla tak® ve shodŊ se 

skuteļnost², ģe zmŊny v Ca-vazebn®m m²stŊ mŊly za n§sledek chybnou oligomerizaci proteinu 

a ztrátu aktivity (Soto et al. 2002; Franco et al. 2003). PŚedpokl§d§ se, aktivní forma neutrální 

trehalasy pocházející z S. pombe tvoŚ² dimery nebo trimery (Londesborough a Varimo 1984; 

Soto et al. 2002). Zd§ se tedy, ģe vazba kationtŢ Ca
2+

 je prerekvizitou pro in vivo aktivaci 

neutrální trehalasy pocházející z S. pombe indukovanou glukosou a stresem. Je také moģn®, ģe 

je tento enzym nejprve fosforylov§n, ale dokud se na nŊj nenav§ģe Ca
2+

, tak není schopný tvoŚit 

oligomerní formy (Franco et al. 2003). 

Po zjiġtŊn², ģe aktivace trehalasy zpŢsoben§ teplotn²m ġokem u kvasinek rodu S. cerevisiae 

je podm²nŊna odstranŊn²m endogenn²ho inhibitorov®ho proteinu, kterĨ patrnŊ brání fosforylaci 

tohoto enzymu pomocí PKA a jeho následné aktivaci (De Mesquita et al. 2003). Byl navrģen 

model regulace neutr§ln² trehalasy prostŚednictv²m kationtŢ Ca
2+

, který zahrnuje fosforylaci 

(prostŚednictv²m Ca
2+

/kalmodulin-dependentní proteinkinasy) tohoto proteinu asociovaného 

s neutrální trehalasou. Tato fosforylace n§slednŊ indukuje disociaci efektorového proteinu 

ze struktury neutrální trehalasy a t²m umoģŔuje její fosforylaci prostŚednictv²m PKA. Je tedy 

pravdŊpodobn®, ģe kationty Ca
2+

 pŚi regulaci aktivity neutr§ln² trehalasy pocházející 

z S. cerevisiae fungují v souladu s cAMP-dependentní signální drahou (Souza et al. 2002). 
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Avġak v pŚ²padŊ neutr§ln² trehalasy poch§zej²c² z S. pombe je mnohem pravdŊpodobnŊjġí, 

jednoduchá role kationtŢ Ca
2+

 zaloģen§ na pŚ²m®m strukturn²m vlivu jejich vazby na tento 

enzym. Bylo také dok§z§no, ģe strukturn² integrita Ca-vazebn®ho m²sta je kl²ļov§ pro aktivaci 

tohoto enzymu vyvolanou stresem  (Franco et al. 2003). 

PŚi dalġ²ch výzkumech ¼ļinkŢ kationtŢ Ca
2+

 na enzymovou aktivitu Nth1 pocházející 

z S. cerevisiae pŚi in vitro pokusech, byla pozorována pouze mírná aktivace pNth1 kationty 

Ca
2+

 a ģ§dnĨ efekt na vznik oligomern²ch stavŢ. Naproti tomu aktivace prostŚednictv²m 

proteinŢ 14-3-3 je mnohem ¼ļinnŊjġ² v porovnání s aktivac² prostŚednictv²m kationtŢ Ca
2+

, 

kter§ je bŊģnĨm zpŢsobem aktivace u trehalas poch§zej²c²ch z jinĨch druhŢ organismŢ 

(Veisova et al. 2012). 

Na z§kladŊ provedenĨch studi² byly vysloveny dalġ² hypot®zy o dvou odliġnĨch 

mechanismech, jakĨmi je aktivov§n enzym pNth1 prostŚednictv²m proteinŢ 14-3-3 a kationtŢ 

Ca
2+

. Ca-vazebná doména Nth1 obsahující EF-hand motiv vázající kationty Ca
2+

 je um²stŊna 

mezi katalytickou doménou tohoto enzymu a N-koncovou nestrukturní oblastí obsahující 

fosforylaļn² m²sta pro PKA a vazebn® motivy pro protein 14-3-3 (viz obrázek 2.2, str. 13). 

Díky této poloze Ca-vazebn® dom®ny, se pŚepokl§dalo, ģe vazba kationtŢ Ca
2+ 
mŢģe nŊjakĨm 

zpŢsobem modulovat interakci mezi proteinem 14-3-3 a pNth1 a ovlivnit tak také enzymovou 

aktivitu pNth1 (Veisova et al. 2012). 

2.2.11 Funkce trehalas u savcŢ 

U savcŢ vļetnŊ ļlovŊka byla trehalasa nalezena v membr§n§ch stŚevn²ch klkŢ (Dahlqvist 

1968; Bergoz 1971), kde katalyzuje hydrolýzu trehalosy získané z potravy. Avġak je nutn® 

zdŢraznit, ģe pŚestoģe je trehalosa v pŚ²rodŊ prakticky vġudypŚ²tomn§, d§vky trehalosy 

pŚij²man® potravou jsou velice n²zk®. Typick® serv²rovan® porce hub vŊtġinou neobsahuj² v²ce 

neģ 6 g tohoto disacharidu (Arola et al. 1999). Role stŚevn²ch trehalas byla potvrzena zjiġtŊn²m 

souvislosti mezi prŢjmovĨmi onemocnŊn²mi a trehalasovou deficienc² ve stŚevech zkoumanĨch 

jedincŢ. Trehalasová deficience byla nalezena napŚ²klad u 8 % gr·nskĨch InuitŢ, ale jinak je 

ve svŊtov® populaci velice vzácná (Madzarovovà-Nohejlova 1973; Ruf et al. 1990; Arola et al. 

1999; Murray et al. 2000). Sn²ģen® aktivity stŚevn² laktasy a trehalasy byly tak® nalezeny u lid² 

závislých na nikotinu (Kaura et al. 2001).  Vzhledem k malému obsahu trehalosy v potravŊ byla 

vyslovena dalġ² teorie o moģn® funkci trehalas a to pŚi inaktivaci patogenŢ obsahuj²c²ch 

trehalosu. Jedním z nich by mohl být toxický trehalosa-6,6 -́dimykol§t obsaģenĨ v bunŊļn® 

stŊnŊ bakteri² Mycobacterium tuberculosis (Kohlmeier 2003). Trehalasa byla také nalezena 

v membr§n§ch bunŊk kart§ļov®ho lemu proxim§ln²ch tubulŢ ledvin savcŢ, funkce trehalasy 

v tomto org§nu nebyla doposud plnŊ objasnŊna. Po n§lezu enzymŢ syntetizuj²c²ch trehalosu 
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v ledvin§ch se pŚedpokl§d§, ģe se trehalasa ¼ļastn² zpŊtn® resorpce glukosy z glomerulárního 

filtrátu  (Sacktor 1968; Yoneyama a Lever 1987). 

2.2.12 Moģn® vyuģit² vlastnost² trehalosy a trehalas v praxi 

Akumulace trehalosy v kvasink§ch m§ velkĨ vĨznam pro rŢzn® komerļn² aplikace. Obsah 

trehalosy v pekaŚsk®m droģd² je kritickĨm faktorem pro jeho trvanlivost a odolnost. T®to 

skuteļnosti je vŊnov§na znaļná pozornost, zejména s ohledem na vĨrobu instantn²ch suġenĨch 

kvasnic (Gélinas et al. 1989; Nwaka a Holzer 1998). Akumulace trehalosy také koreluje se 

zvĨġenou schopnost² pŚeģit² kvasinek po dehydrataci nebo zmrazení. Z toho vyplývá 

potenci§lnŊ niģġ² potŚeba obsahu kvasinek ve vysuġenĨch nebo mraģenĨch tŊstech (Oda et al. 

1986; Gélinas et al. 1989). Genetick® eliminace vġech trehalas u pekaŚsk®ho droģd² by byly 

pravdŊpodobnŊ uģiteļnĨm pŚ²nosem. Publikovan® ¼daje namŊŚen® s enzymaticky neaktivními 

formami trehalas Nthl a Athl vykazuj² u kvasinek vyġġ² mrazovou toleranci (Van Dijck et al. 

1995; Kim et al. 1996).  

Kvasinky s neaktivn² trehalasou Athl se uk§zaly bĨt tolerantnŊjġ² k ethanolu, coģ je 

ustanovilo dŢleģitĨm kmenem pro vĨrobu piva (Kim et al. 1996). Rezistence k ethanolu je 

rozhodující vlastnost² kvasinek pouģ²vanĨch v pivovarnictv² a vinaŚstv², protoģe hladiny 

alkoholu jsou omezené ethanolovou toxicitou (Benítez et al. 1996).  

Schopnost trehalosy zachov§vat a stabilizovat urļit® labiln² biologick® molekuly (enzymy, 

protil§tky, l®ļiva) a potraviny in vitro ji ļin² dŢleģitĨm sacharidem, vyuģitelnĨm zejm®na 

v rozvojových tropických zemích, kde chlazení a elektrické napájení jsou nespolehliv®. PatrnŊ 

by tedy mohla pŚispŊt k Śeġen² mnoha ekonomickĨch, zemŊdŊlskĨch a zdravotn²ch probl®mŢ 

v tŊchto zem²ch (Nwaka a Holzer 1998).  

PŚedpokl§dan§ dŢleģitost trehalosy a jej² hydrolĨzy v ģivotn²ch funkc²ch hmyzu také 

inspirovala k synt®ze inhibitorŢ trehalas, kter® by mŊly bĨt vyuģity jako insekticidy (Becker et 

al. 1996; Nwaka a Holzer 1998). PŚi vĨvoji inhibitorŢ trehalas byly navíc vyŚeġeny prvn² 

struktury neutrální trehalasy pocházející z bakterií E. coli (Gibson et al. 2007).  

Kryoprotektivn²ch vlastnost² trehalosy je vyuģ²v§no tak® v l®kaŚstv² napŚ²klad ke stabilizaci 

monoklon§ln²ch protil§tek pŚi jejich lyofylizaci a skladov§n² (Blakeley et al. 1990). Trehalosa 

se tak® osvŊdļila pŚi dlouhodob®m skladov§n² a zmrazov§n² hovŊz²ch embry² (Saha et al. 1996) 

a savļ²ch bunŊk produkuj²c²ch inzulin (Beattie et al. 1997), kdy prokazatelnŊ zvyġovala 

n§slednou ģivotaschopnost zkoumanĨch embry² i zm²nŊnĨch bunŊk. Stabilizaļn² vlastnosti 

trehalosy byly pŚ²nosem i pŚi transplantac²ch tk§ŔovĨch trache§ln²ch ġtŊpŢ prov§dŊnĨch 

na psech. ĠtŊpy uloģen® v roztoku obsahujícím 100 mM trehalosu, kter® byly dlouhodobŊ 

skladov§ny pŚi teplotŊ ï 85 ÁC, n§slednŊ vykazovaly nejen lepġ² ģivotaschopnost, ale tak® 
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nevyvol§valy negativn² transplantaļn² reakce v nepŚ²tomnosti imunosupresivn²ch l®ļiv 

(Yokomise et al. 1995, 1996). 

U obratlovcŢ, vļetnŊ lid², byla trehalasa nalezena v proxim§ln²ch tubulech ledvin a proto se 

nŊkteŚ² vŊdci domn²vaj², ģe mŢģe bĨt v budoucnu vyuģita jako diagnostickĨ ukazatel nŊkterĨch 

onemocnŊn² ledvin (Berger a Sacktor 1970; Niwa et al. 1993). Dalġ² autoŚi navíc pŚedpokl§daj², 

ģe antistresov§ funkce genŢ NTH1 a NTH2 nebo ochranná funkce trehalosy, mohou najít své 

vyuģit² pŚi l®ļbŊ depresí nebo neurodegenerativních onemocnŊn² (Nwaka a Holzer 1998; Kara 

et al. 2013; Sarkar et al. 2007). 

2.3 Proteiny 14-3-3 

Proteiny 14-3-3 pocházejí z vysoce konzervovan® rodiny kyselĨch regulaļn²ch proteinŢ, 

kter® pom§haj² svĨm vazebnĨm partnerŢm zast§vat jejich biochemick® a bunŊļn® funkce (Liu 

et al. 1995; Xiao et al. 1995). Ke sv®mu neobvykl®mu jm®nu pŚiġly pŚi systematick® analĨze 

proteinŢ v hovŊz²m mozku. Tento protein na gelov® permeaļn² chromatografii vyputoval ve 14. 

frakci a pŚi n§sledné ġkrobov® gelov® elektrofor®ze se nach§zel na koordin§t§ch 3.3 (Moore a 

Perez 1967). Proteiny 14-3-3 ovlivŔuj² prostŚednictv²m protein-proteinových interakcí 

vlastnosti a funkce stovek strukturnŊ a funkļnŊ rozd²lnĨch proteinŢ. T²mto zpŢsobem se 

proteiny 14-3-3 staly kl²ļovĨmi hr§ļi v mnoha bunŊļnĨch procesech, jako jsou metabolismus, 

kontrola bunŊļn®ho cyklu, apopt·za, regulace transkripce ļi pŚenos sign§lu v buŔce. Zat²mco 

nŊkter® proteiny jsou d²ky proteinŢm 14-3-3 aktivovány a stabilizovány, jiné jsou jimi 

inaktivovány (Aitken 1996; Fu et al. 2000; Pozuelo Rubio et al. 2004). 

2.3.1 Isoformy proteinŢ 14-3-3 

Proteiny 14-3-3 jsou exprimov§ny ve vġech eukaryotickĨch buŔk§ch a vyskytuj² se 

v nŊkolika rŢznĨch vysoce konzervovanĨch isoform§ch. V buŔk§ch rostlin rodu Arabidopsis 

bylo identifikov§no 15 rŢznĨch genŢ pro proteiny 14-3-3. BuŔky savcŢ obsahuj² celkem sedm 

isoforem proteinu 14-3-3 oznaļenĨmi p²smeny Śeck® abecedy: ɓ, Ů, ɖ, ɔ, Ű, ɕ a ů (Wang a 

Shakes 1996; Rosenquist et al. 2001). Naproti tomu kvasinky rodu S. cerevisiae vlastní jen dva 

geny pro proteiny 14-3-3 (geny BMH1 a BMH2). Jejich oznaļen² je zkratkou anglick®ho n§zvu 

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

2.3.2 Velikost a struktura proteinŢ 14-3-3 

Prvn² krystalov® struktury lidskĨch proteinŢ 14-3-3ɕ a 14-3-3Ű uk§zaly, ģe tyto proteiny 

maj² dimern² charakter a vysoce helik§ln² strukturu. Velikost proteinŢ 14-3-3 se pohybuje okolo 

30 kDa a jedn§ se o molekuly, kter® tvoŚ² stabiln² homodimery nebo heterodimery (Liu et al. 
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1995; Xiao et al. 1995). Pouze savļ² isoforma 14-3-3ů upŚednostŔuje tvorbu homodimerŢ, jinak 

vġechny zn§m® proteiny 14-3-3 mohou vytv§Śet jak homodimery, tak heterodimery (Wilker et 

al. 2005). KaģdĨ monomer se skl§d§ z dev²ti antiparaleln²ch Ŭ-helixŢ (H1īH9), pŚiļemģ dimer 

proteinu 14-3-3 vykazuje specifickĨ poh§rkovitĨ tvar, uprostŚed kter®ho se nach§z² centr§ln² 

kanál obsahující dva amfipatické ligand-vazebn® ģl§bky, kter® jsou tvoŚeny helixy H3, H5, H7 

a H9 (viz obrázek 2.5). Centr§ln² kan§l dosahuje pŚibliģnŊ tŊchto rozmŊrŢ: d®lka 35 ¡, ġ²Śka 

35 Å a hloubka 20 Å  (Obsil a Obsilova 2011). 

 

Obrázek 2.5: Stuģkov§ reprezentace krystalov® struktury dimeru proteinu 14-3-3ɕ. KaģdĨ 

z monomerŢ je vybarven jinou barvou. V prav®m monomeru jsou vyznaļeny n§zvy jednotlivĨch 

Ŭ-helixŢ  H1 aģ H9. Obr§zek byl vytvoŚen pomoc² programu PyMOL (www.pymol.org) 

na z§kladŊ PDB struktury 1IB1 (Obsil et al. 2001). 

 

Molekula dimeru proteinu 14-3-3 je povaģov§na za velice rigidn², coģ je pravdŊpodobnŊ 

n§sledek rozs§hlĨch interakc² mezi helixy. Doposud nebyly odhaleny ģ§dn® podstatn® rozd²ly 

pŚi porovn§n² struktur samotn®ho dimeru proteinu 14-3-3 a jeho komplexu s jiným proteinem. 

Tato strukturn² rigidita ļi tuhost patrnŊ umoģŔuje proteinŢm 14-3-3 fungovat jako jakási 

platforma nebo podpŢrn§ konstrukce, na kter® dochází ke zmŊnŊ struktury jejich vazebných 

partnerŢ (Yaffe 2002). Je zn§mo, ģe vysoce konzervovan® oblasti se nach§zej² uvnitŚ 

centr§ln²ho kan§lu, na rozd²l od oblast² variabiln²ch, kter® jsou um²stŊny na povrchu proteinu 

14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011). Nejvíce flexibilní oblastí je C-koncov§ ļ§st, kter§ je tak® 

nejvíce variabilní oblastí mezi jednotlivými isoformami 14-3-3. Pr§vŊ tato oblast je d²ky sv® 

flexibilitŊ a pŚ²tomnosti negativnŊ nabitĨch aminokyselinovĨch zbytkŢ oznaļov§na jako 

kl²ļov§ pro regulaci vazebnĨch vlastnost² isoforem proteinŢ 14-3-3 (Truong et al. 2002; 

Obsilova et al. 2004; Silhan et al. 2004; Veisova et al. 2010). 

V souļasn® dobŊ jsou k dispozici struktury vġech sedmi lidskĨch isoforem proteinŢ 14-3-3. 

PŚestoģe struktura tŊchto isoforem je velice podobn§ jak v pŚ²padŊ proteinŢ 14-3-3 samotných, 
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tak jejich forem vázaných v proteinovĨch komplexech, byly nalezeny menġ² zmŊny jejich 

struktury (Yang et al. 2006; Gardino et al. 2006). Jednotlivé struktury ukázaly rozdíly 

v relativn²ch pozic²ch monomerŢ z§visej²c²ch na zmŊn§ch ¼hlu mezi obŊma podjednotkami. 

D²ky t®to flexibilitŊ mohou dimery proteinŢ 14-3-3 v§zat ligandy rŢzn®ho tvaru a velikosti 

(Yang et al. 2006). 

2.3.3 Variabilní C-konec proteinŢ 14-3-3 

Maximální variabilita sekvencí jednotlivĨch isoforem proteinŢ 14-3-3 se nachází                  

na C-konci ve flexibiln² oblasti dlouh® pŚibliģnŊ 15 aģ 40 aminokyselinovĨch zbytkŢ. Bylo 

prok§z§no, ģe zkr§cenĨ C-konec proteinu 14-3-3ɕ vykazuje zvĨġenou vazebnou afinitu 

k nŊkolika rŢznĨm testovanĨm ligandŢm (Truong et al. 2002). Na z§kladŊ tohoto zjiġtŊn² se 

pŚedpokl§d§, ģe C-koncovĨ vĨbŊģek funguje jako inhibitor nespecifickĨch interakc² mezi 

proteiny 14-3-3 a neģ§douc²mi ligandy. Struktura tohoto ¼seku nen² zn§m§, protoģe nen² 

souļ§st² ģ§dn® ze zn§mĨch struktur, patrnŊ d²ky sv® velk® flexibilitŊ. PŚedpokl§d§ se, ģe                  

C-koncový úsek je v nepŚ²tomnosti vhodn®ho ligandu um²stŊn v ligand-vazebn®m ģl§bku (Liu 

et al. 1995; Truong et al. 2002). Tento pŚedpoklad byl potvrzen spolu se zjiġtŊn²m, ģe po vazbŊ 

vhodného ligandu je C-koncovĨ ¼sek vytŊsnŊn ven z vazebn®ho ģl§bku a jeho pozici ve ģl§bku 

nahradí vhodný fosforylovaný ligand (Obsilova et al. 2004; Silhan et al. 2004). 

 PŚi vĨzkumu kvasniļnĨch proteinŢ 14-3-3 (Bmh1 a Bmh2) bylo zjiġtŊno, ģe se C-konec 

tŊchto dvou proteinŢ vĨraznŊ odliġuje od C-koncŢ isoforem proteinŢ 14-3-3 pocházejících 

ze sloģitŊjġ²ch eukaryotickĨch organismŢ. C-konce proteinŢ Bmh1 a Bmh2 jsou delġ² a 

obsahuj² polyglutaminov® ¼seky nezn§m® funkce. Bylo prok§z§no, ģe C-koncovĨ ¼sek proteinŢ 

Bmh zauj²m§ ġiroce otevŚenou a nataģenou konformaci, kter§ pravdŊpodobnŊ znemoģŔuje jeho 

um²stŊn² a sloģen² do ligand-vazebn®ho ģl§bku (Veisova et al. 2010). Je tedy moģn® 

pŚedpokl§dat, ģe C-koncov§ ļ§st kvasniļnĨch proteinŢ 14-3-3 díky své velikosti nemŢģe 

fungovat jako autoinhibitor, ale plní jinou úlohu. 

2.3.4 Vazebné motivy rozpoznávané proteiny 14-3-3 

Doposud bylo nalezeno v²ce neģ 300 proteinŢ interaguj²c²ch s proteiny 14-3-3 a mnoho 

z nich obsahuje v²ce neģ jeden vazebnĨ motiv pro 14-3-3 proteiny. Nav²c pŚ²tomnost dvou 

vazebnĨch ģl§bkŢ v dimeru molekuly proteinu 14-3-3 umoģŔuje souļasn® nav§z§n² vhodn®ho 

ligandu skrze dva fosforylaļn² motivy ļi i nav§z§n² dvou rŢznĨch ligandŢ. Vazba proteinu            

14-3-3 je podm²nŊna pŚedeġlou fosforylac² vazebn®ho partnera v oblasti motivu obsahujícího 

fosforylovatelný serinový nebo threoninový zbytek. Tento motiv je proteinem 14-3-3 

specificky rozpoznán a dochází ke vzniku protein-proteinového komplexu (Muslin et al. 1996; 
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Tzivion et al. 1998). Doposud byly identifikov§ny tŚi typy optim§ln²ch vazebnĨch motivŢ, kter® 

jsou rozpoznávány proteiny 14-3-3: 

 

Typ I: R[S/ū][+] pSXP 

Typ II: RX[S/ū][+]pSXP 

Typ III:  pS-X1-2-COOH 

 

Kde pS je symbolem pro fosforylovanĨ serinovĨ zbytek pS, ū znaļ² aromatickĨ 

aminokyselinový zbytek, + je bazický aminokyselinový zbytek a X znamená jakýkoliv 

aminokyselinový zbytek s výjimkou cysteinu (Yaffe et al. 1997; Rittinger et al. 1999; Ganguly 

et al. 2005). PŚestoģe vŊtġina zn§mĨch vazebnĨch partnerŢ proteinŢ 14-3-3 nese vazebný motiv 

obsahující fosforylovanĨ serinovĨ zbytek, existuj² tak® proteiny, kter® maj² m²sto nŊj 

fosforylovanĨ threoninovĨ zbytek. PŚ²kladem mŢģe bĨt serotonin-N-acetyltransferasa 

(AANAT) (Ganguly et al. 2001; Obsil et al. 2001) nebo transkripļn² faktor FOXO (Brunet et 

al. 1999; Obsil et al. 2003). Tyto tŚi zm²nŊn® typy vazebnĨch motivŢ nejsou koneļnĨm poļtem, 

protoģe jsou st§le objevov§ny interakce s dalġ²mi proteiny, kter® obsahují jiné fosforylované i 

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

2.3.5 Mechanismus funkce proteinŢ 14-3-3 

SystematickĨ vĨzkum funkce proteinŢ 14-3-3 doposud odhalil ¼ļast tŊchto proteinŢ 

v mnoha nejrŢznŊjġ²ch biologickĨch procesech prostŚednictv²m nejrŢznŊjġ²ch mechanismŢ 

ovlivŔuj²c²ch vlastnosti nebo napŚ. bunŊļnou lokalizaci svĨch vazebnĨch partnerŢ. Dostupn® 

biochemick® a strukturn² studie umoģŔuj² funkļn² role proteinŢ 14-3-3 klasifikovat do tŚ² 

obecnŊ pŚij²manĨch skupin (viz obrázek 2.6, str. 26) (Obsil a Obsilova 2011). 

První skupina zahrnuje proteiny 14-3-3, kter® svou vazbou pŚ²mo zpŢsobuj² konformaļn² 

zmŊnu vazebnĨch partnerŢ. Tento mechanismus je nejļastŊji vyuģ²v§n pŚi regulaci aktivity 

pŚ²sluġnĨch v§zanĨch enzymŢ. Druh§ skupina se vyznaļuje fyzickou blokac²/ochranou 

sekvenļnŊ specifickĨch nebo strukturn²ch motivŢ svĨch vazebnĨch partnerŢ. PopsanĨ proces se 

ļasto vyskytuje pŚi regulac²ch bunŊļn® lokalizace nebo inhibici protein-proteinovĨch ļi 

protein-ligandovĨch interakc² (napŚ. interakce protein-DNA). Zm²nŊnĨ mechanismus je také 

ļasto vyuģ²v§n pŚi ochranŊ proteinŢ pŚed defosforylac² nebo proteolytickou degradac². Posledn² 

tŚet² skupina proteinŢ 14-3-3 vytv§Ś² jakousi oporu/z§kladnu pro protein-proteinové interakce 

svĨch vazebnĨch partnerŢ, kter® je vyuģ²v§no pŚi stabilizaci multiproteinovĨch komplexŢ (Fu 

et al. 2000; Tzivion a Avruch 2002; Aitken et al. 2002; Bridges a Moorhead 2005). Nicm®nŊ 

pŚesn® mechanismy tŊchto interakc² a regulac² jsou ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ doposud neobjasnŊn®. 

NevĨhodou tak® je, ģe vŊtġina strukturn²ch dat namŊŚenĨch na proteinech 14-3-3 pochází 
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z jejich komplexŢ s krátkými syntetickými fosfopeptidy a nikoliv napŚ. s plnŊ aktivn²mi 

enzymy. 

 

Obrázek 2.6.: Obecn® mechanismy funkce proteinŢ 14-3-3. Protein 14-3-3 mŢģe: i) indukovat 

konformaļn² zmŊnu sv®ho vazebn®ho partnera; ii) maskovat specifickou oblast c²lov®ho 

proteinu; nebo iii) zprostŚedkovat vazbu mezi dvŊma rŢznĨmi proteiny. PŚevzato z (Obsil a 

Obsilova 2011). 

 

Navzdory velk®mu poļtu vazebnĨch partnerŢ proteinŢ 14-3-3, byly doposud publikovány 

pouze dvŊ struktury s vysokĨm rozliġen²m kompletn²ch protein-proteinovĨch komplexŢ 

s proteiny 14-3-3. Jsou jimi komplex 14-3-3ɕ:AANAT (Obsil et al. 2001) a komplex rĨģov®ho 

proteinu 14-3-3 (GF14c) se dvŊma molekulami florigenu Hd3a (Taoka et al. 2011). Dalġ² 

strukturn² informace byly z²sk§ny nejrŢznŊjġ²mi biofyzik§ln²mi studiemi protein-proteinových 

komplexŢ s proteiny 14-3-3. Byl takto prostudov§n napŚ²klad komplex s transkripļn²m 

faktorem FOXO4 (Obsilova et al. 2005; Silhan et al. 2009), s proteinem p53 (Rajagopalan et al. 

2008; Schumacher et al. 2010), s regulaļn² dom®nou lidsk® tyrosinhydroxylasy (TH1R) 

(Obsilova et al. 2008) nebo s regulátorem G-proteinové signalizace 3 (RGS3) (Rezabkova et al. 

2010).  

Strukturn², biochemick® a bioinformatick® studie komplexŢ tvoŚenĨch proteiny 14-3-3 

vykazuj² nŊkolik spoleļnĨch rysŢ, kter® jsou patrnŊ kl²ļov® pro schopnost proteinŢ 14-3-3 

v§zat sv® vazebn® partnery a ovlivŔovat jejich vlastnosti a funkce. Prvním takovým znakem je 
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rigidní charakter struktury dimeru proteinu 14-3-3. DruhĨm znakem je ļast§ pŚ²tomnost v²ce 

vazebnĨch motivŢ pro proteiny 14-3-3 na jedin® molekule jejich vazebn®ho partnera. A tŚet²m, 

posledn²m znakem je skuteļnost, ģe tyto motivy se ļasto nal®zaj² uvnitŚ strukturnŊ 

neuspoŚ§danĨch oblast² tŊchto vazebnĨch partnerŢ.  

PŚi porovn§n² zn§mĨch struktur proteinŢ 14-3-3 samotných s jejich strukturami 

v komplexech s fosforylovanĨmi peptidy nebo proteiny, byly pozorov§ny pouze mal® zmŊny 

struktury proteinŢ 14-3-3 (Obsil a Obsilova 2011). Tato strukturn² rigidita je pravdŊpodobnŊ 

n§sledkem rozs§hl® s²tŊ interakc² mezi Ŭ-helixy proteinu 14-3-3. Díky tomu mohou proteiny 

14-3-3 vytv§Śet jakousi stabiln² nehybnou platformu, na kter® doch§z² k formování jejich 

vazebnĨch partnerŢ (Yaffe 2002). Dalġ²m spoleļnĨm rysem proteinŢ 14-3-3 je jejich dimerní 

struktura, která obsahuje dva antiparalelní ligand-vazebn® ģl§bky. Pr§vŊ toto uskupen² je 

rozhoduj²c² pro spr§vnou funkci proteinŢ 14-3-3. Bylo objeveno, ģe mnoho vazebnĨch partnerŢ 

proteinŢ 14-3-3 obsahuje jeden nebo v²ce vazebnĨch motivŢ, kter® mohou bĨt souļasnŊ 

nav§z§ny kaģdĨ v jednom z ligand-vazebnĨch ģl§bkŢ dimeru proteinu 14-3-3 (Johnson et al. 

2010; Kostelecky et al. 2009). Bylo prok§z§no, ģe dvojitŊ fosforylovan® peptidy se v§ģ² 

na proteiny 14-3-3 s mnohem vyġġ² afinitou neģ totoģn® peptidy obsahuj²c² pouze jeden 

fosforylovaný motiv (Yaffe et al. 1997; Kostelecky et al. 2009). Tyto výsledky podporují 

hypot®zu, ģe jeden z vazebnĨch motivŢ mŢģe fungovat jako dominantn² vazebn® m²sto, kter® je 

bezpodm²neļnŊ nutn® pro vazbu na proteiny 14-3-3 (Yaffe 2002). Druh® m²sto, vykazuj²c² niģġ² 

afinitu pro proteiny 14-3-3, je pravdŊpodobnŊ neschopn® samo o sobŊ tvoŚit stabiln² komplexy 

s proteiny 14-3-3, ale jeho pŚ²tomnost je potŚebn§ ke spr§vn® biologick® funkci pŚ²sluġn®ho 

proteinu navázaného na dimer proteinu 14-3-3. Byla také stanovena minimální vzdálenost deset 

aminokyselinovĨch zbytkŢ mezi tŊmito dvŊma motivy (Kostelecky et al. 2009). 

Dimer proteinu 14-3-3 mŢģe souļasnŊ v§zat tak® dva motivy, kter® jsou od sebe mnohem 

v²ce vzd§len®. NapŚ²klad jako to je v pŚ²padŊ dvou funkļn²ch dom®n transkripļn²ch faktorŢ 

FOXO (Brunet et al. 1999; Obsil et al. 2003) nebo u AANAT (Ganguly et al. 2001; Obsil et al. 

2001). Takov®to typy interakc² se pravdŊpodobnŊ vyznaļuj² nejen vznikem vysokoafinitn² 

vazby, ale tak® umoģŔuj² konformaļn² zmŊny a/nebo maskov§n² struktur vazebn®ho partnera 

(Obsil a Obsilova 2011). Dimerní charakter proteinu 14-3-3 m§ tak® dŢleģitĨ vĨznam pŚi tvorbŊ 

protein-proteinovĨch komplexŢ dvou rŢznĨch proteinŢ za pomoci pr§vŊ proteinŢ 14-3-3. 

Krystalov® struktury komplexŢ proteinŢ 14-3-3 s AANAT (Obsil et al. 2001) a s H
+
-ATPasou 

(Ottmann et al. 2007) potvrdily, ģe dimer proteinu 14-3-3 je schopný navázat a umístit ve svém 

centr§ln²m kan§lu dvŊ molekuly pŚ²sluġn®ho vazebného partnera (viz obrázky 2.7 a 2.8, str. 29 

a str. 30).  
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ĻastĨm spoleļnĨm znakem vazebnĨch partnerŢ proteinŢ 14-3-3 je pŚ²tomnost vazebnĨch 

m²st pro tyto proteiny uvnitŚ nestrukturn²ch oblast² jejich sekvenc². Tyto oblasti se nejļastŊji 

nacházejí na C- nebo N-konc²ch pŚ²sluġnĨch proteinŢ nebo tak® ohraniļuj² jejich funkļn² 

domény (Johnson et al. 2010; Bustos a Iglesias 2006; Oldfield et al. 2008). Flexibilita a 

plastiļnost nestrukturn²ch oblast² poskytuje pŚedevġ²m sign§ln²m proteinŢm mnoho funkļn²ch 

vĨhod napŚ²klad schopnost vazby na rŢzn® vazebn® partnery a/nebo umoģŔuje jemnou kontrolu 

jejich vazebné afinity (Dyson a Wright 2002; Wright a Dyson 2009). Dalġ²m dŢvodem 

pro ¼ļast nestrukturn²ch oblast² ve vazebnĨch interakc²ch proteinŢ mŢģe bĨt lepġ² schopnost a 

dosah pole pŢsobnosti pŚi hled§n² vhodnĨch vazebnĨch partnerŢ, ve srovn§n² s kompaktními, 

dokonale sbalenými proteiny s omezenou flexibilitou jejich konformace (Shoemaker et al. 

2000). PŚ²tomnost vazebnĨch motivŢ pro proteiny 14-3-3 v neuspoŚ§danĨch oblastech tak® 

mŢģe souviset s t²m, ģe pŚ²sluġn® proteiny potŚebuj² Ăpomocñ proteinŢ 14-3-3 k dosaģen² 

uspoŚ§danŊjġ² a stabilnŊjġ² struktury (Bustos a Iglesias 2006). Vznik komplexŢ doprov§zenĨ 

uspoŚ§d§n²m nestrukturn²ch oblast² do pravidelnŊjġ²ch struktur, by byl patrnŊ entropicky 

nevĨhodnĨ, a proto mus² bĨt usnadnŊn velkĨm poklesem entalpie. Pro splnŊn² popsanĨch 

podmínek je vazba na proteiny 14-3-3 prakticky ide§ln². Pr§vŊ tato vazba je ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ 

zprostŚedkov§na tvorbou mnoha pol§rn²ch kontaktŢ (napŚ. vod²kovĨch vazeb a solnĨch 

mŢstkŢ) mezi fosforylovanĨmi vazebnĨmi motivy pro protein 14-3-3 a ligand-vazebným 

ģl§bkem tohoto proteinu (Yaffe et al. 1997; Rittinger et al. 1999). 

2.3.6 Krystalov® struktury proteinŢ 14-3-3 s plnŊ funkļn²mi vazebnĨmi 
partnery 

Jedn²m typem mechanismu ¼ļinku 14-3-3 proteinu je vyvol§n² konformaļn² zmŊny 

molekuly svého vazebného partnera. K pr§vŊ takov®mu jevu doch§z² v pŚ²padŊ vazby proteinu 

14-3-3ɕ na serotonin-N-acetyltransferasu (AANAT). Tento enzym katalyzuje pŚenos acetylov® 

skupiny z acetykoenzymu A (acetyl-CoA) na serotonin, za vzniku N-acetylserotoninu 

(prekurzoru melatoninu). Voln§ AANAT je neschopn§ katalĨzy, protoģe jej² afinita pro substr§t 

je velice n²zk§. Po fosforylaci AANAT a n§sledn® vazbŊ proteinu 14-3-3ɕ, se afinita tohoto 

enzymu k substr§tu mnohon§sobnŊ zvyġuje a t²m doch§z² k aktivaci (Ganguly et al. 2001). 

Strukturn² studie uk§zaly, ģe porovn§n²m neaktivn² AANAT a jej² aktivn² formy s navázaným 

substr§tem doch§z² ke konformaļn² zmŊnŊ 18 aminokyselinovĨch zbytkŢ um²stŊnĨch v oblasti 

dlouhého ohybu struktury pAANAT (Hickman et al. 1999b, 1999a). Tato reorganizace 

molekuly pAANAT umoģŔuje jednak nav§z§n² acetylu-CoA a d§le strukturnŊ dotv§Ś² vazebn® 

místo pro serotonin. Krystalová struktura proteinového komplexu 14-3-3ɕ:pAANAT odhalila, 

ģe pAANAT je nav§z§na do centr§ln²ho kan§lu dimeru proteinu 14-3-3ɕ a je drģena na m²stŊ 
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díky rozsáhlým interakcím s ligand-vazebnĨm ģl§bkem a dalġ²mi ļ§stmi centr§ln²ho kan§lu 

proteinu 14-3-3ɕ (viz obr§zek 2.7) (Obsil et al. 2001). Tyto kontakty zahrnují oblast ohybu 

pAANAT, která podl®h§ konformaļn² zmŊnŊ vyvolan® vazbou substr§tu. Struktura cel®ho 

komplexu naznaļuje, ģe protein 14-3-3ɕ ovlivŔuje strukturu pAANAT tak, aby se uspoŚ§dala 

do konformace umoģŔuj²c² optim§ln² vazbu substr§tu. Coģ tak® vysvŊtluje zvĨġenou afinitu 

pro substrát v pŚ²tomnosti proteinu 14-3-3ɕ. 

 

Obrázek 2.7: StuģkovĨ model krystalov® struktury komplexu dimeru proteinu 14-3-3ɕ se dvŊma 

molekulami serotonin-N-acetyltransferasy (AANAT). Dimer proteinu 14-3-3ɕ je zn§zornŊn 

zelenŊ a struktura fosforylovan®ho enzymu pAANAT je oznaļena cihlovou barvou. Struktura je 

v PDB uloģena pod k·dem 1IB1 a byla pŚevzata z (Obsil et al. 2001). 

 

Enzym AANAT je pŚ²kladem proteinu, kterĨ obsahuje dva vazebn® motivy pro proteiny 

14-3-3, kter® ohraniļuj² jeho funkļn² katalytickou dom®nu. Prvn² motiv je um²stŊn na N-konci 

(sekvence RRHpTLP) a druhý motiv je na C-konci (sekvence RRNpSDR-COOH) (Ganguly et 

al. 2001, 2005). Strukturn² a biochemick§ data naznaļuj², ģe pAANAT se v§ģe na dimer 

proteinu 14-3-3ɕ pŚi ļemģ vyuģ²v§ oba zm²nŊn® fosforylovan® motivy, takģe se prvn² v§ģe                

N-termin§ln² konec a n§slednŊ i konec C-terminální (Obsil et al. 2001; Ganguly et al. 2005). Je 

tedy moģn® pŚedpokl§dat, ģe tento mechanismus vyvol§v§ nejen interakce vyznaļuj²c² se 

vysokou afinitou, ale tak® je patrnŊ velice ¼ļinnĨm zpŢsobem strukturn²ho a funkļn²ho 

ovlivnŊn² sv®ho vazebn®ho partnera (Obsil a Obsilova 2011). 

 

Dalġ²m pŚ²kladem mechanismu regulace enzymov® aktivity prostŚednictv²m vazby proteinu 

14-3-3 je interakce tohoto regulaļn²ho proteinu s florigenem Hd3a. Florigen je syntetizován 

v listech vyġġ²ch rostlin a n§slednŊ transportov§n do vrcholovĨch ļ§st² rostlin, kde indukuje 

file://fgusrvapp/My Documents/PPT/AANAT/Complex_rot.gif
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kvetení. Pro vĨzkum tohoto, ne ¼plnŊ pochopen®ho, mechanismu byl studován komplex 

florigenu Hd3a s rĨģovĨm proteinem 14-3-3 (GF14c) (viz obrázek 2.8). Výsledky tohoto 

vĨzkumu odhalily, ģe proteiny 14-3-3 zde hrají úlohu intracelulárního receptoru pro florigen 

(Taoka et al. 2011). V n§sleduj²c²ch letech bylo prok§z§no, ģe proteiny 14-3-3 umoģŔuj² 

interakci florigenu Hd3a s transkripļn²m faktorem OsFD1 t²m, ģe v§ģe oba proteiny 

simult§nnŊ. Tvorba tern§rn²ho komplexu je kl²ļov§ pro vznik kvŊtŢ u rĨģe (Taoka et al. 2013). 

 

Obrázek 2.8: StuģkovĨ model krystalov® struktury komplexu dimeru rĨģov®ho proteinu 14-3-3 

(GF14c) se dvŊma molekulami florigenu Hd3a. Dimer proteinu 14-3-3 je zn§zornŊn zelenŊ a 

struktura fosforylovanĨch florigenŢ Hd3a jsou oznaļeny modrou a oranģovou barvou. 

Pro tvorbu obr§zkŢ byl pouģit program PyMOL (www.pymol.org) a struktura 3AXY z PDB 

(Taoka et al. 2011). 

2.3.7 Interakļn² dosah zpŢsobenĨ vazbou proteinu 14-3-3 

Interakļn² rozhran² mezi proteiny 14-3-3 a jejich vazebnĨmi partnery nŊkdy nezahrnuje 

pouze oblast ligand-vazebn®ho ģl§bku, kam se v§ģ² oblasti obsahuj²c² specifick® fosforylovan® 

vazebné motivy pro proteiny 14-3-3, ale tak® oblast vnŊ centr§ln²ho kan§lu dimeru proteinu       

14-3-3. Je tomu tak napŚ²klad pŚi aktivaci serotonin-N-acetyltransferasy (AANAT) (Ganguly et 

al. 2001), kdy protein 14-3-3 svoj² vazbou zvyġuje aktivitu fosforylovan® formy tohoto 

enzymu. PŚi vazbŊ proteinu 14-3-3 doch§z² ke strukturn²m zmŊn§m AANAT také v blízkosti 

aktivn²ho centra tohoto enzymu, kter® je vġak pomŊrnŊ vzd§len® vazebn®mu motivu pro protein 

14-3-3. K analogickĨm zmŊn§m doch§z² pŚi vazbŊ proteinŢ 14-3-3 na dalġ² proteiny zkouman® 

v naġich laboratoŚ²ch. Jsou jimi Nth1, RGS3 a fosducin (Pdc) (Rezabkova et al. 2010, 2011, 

2012; Veisova et al. 2012; Macakova et al. 2013; Kopecka et al. 2014). ZmŊny struktury tŊchto 

proteinŢ vyvolan® vazbou proteinu 14-3-3 se také projevují v oblastech pomŊrnŊ vzd§lenĨch 
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od vazebného motivu pro proteiny 14-3-3. Je tedy moģn® tvrdit, ģe interakce mezi proteiny            

14-3-3 a jejich ligandy pŚesahuje oblast ligand-vazebnĨch ģl§bkŢ tohoto proteinu. Pomoc² H/D 

vĨmŊny spojen® MS bylo prok§z§no, ģe proteiny 14-3-3 interagují se svými vazebnými 

partnery i pŚes oblasti mimo jejich centr§ln² kan§l. Jsou to oblasti, kter® jsou evoluļnŊ m®nŊ 

konzervované a nacházejí se na Ŭ-helixech H6 a H8 (vnŊ centr§ln²ho kan§lu). Zahrnut² tŊchto 

oblast² pŚi interakc²ch s proteiny 14-3-3 mŢģe bĨt vysvŊtlen²m pro pozorovanou specifitu 

pro jednotliv® isoformy proteinŢ 14-3-3 pŚi interakci s jejich ligandy. Navíc v pŚ²padŊ RGS3 a 

také Pdc vazba proteinŢ 14-3-3 stericky blokuje vazebnĨ prostor tŊchto proteinŢ a tak inhibuje 

jejich interakce s jejich dalġ²mi vazebnĨmi partnery. V obou pŚ²padech tyto sterick® blokace 

ovlivŔuj² stejn® oblasti (N-koncovou doménu Pdc and RGS doménu RGS3) (Obsilova et al. 

2014). 

2.3.8 Nth1 jako vazebný partner proteinŢ 14-3-3 

Kvasniļn® isoformy proteinŢ 14-3-3 (Bmh1 a Bmh2) jsou vysoce homologn² a ¼ļastn² se 

regulace rozhoduj²c²ch fyziologickĨch procesŢ v kvasinkách (van Heusden a Steensma 2006; 

van Heusden 2009; Veisova et al. 2010). Proteiny 14-3-3 interagují s Nth1 fosforylovanou 

pomoc² PKA a v§ģ² se na jej² N-terminální oblast (Zähringer et al. 1997; Panni et al. 2008; 

Veisova et al. 2012). Sedimentaļn² analĨza prok§zala, ģe obŊ kvasniļn® isoformy proteinŢ               

14-3-3 tvoŚ² stabiln² proteinové komplexy s pNth1 v mol§rn²m pomŊru 1:2 (pNth1:protein           

14-3-3) a ģe disociaļn² konstanta (Kd) tohoto komplexu je pŚibliģnŊ 100 nM. PŚi mŊŚen² 

enzymov® aktivity bylo odhaleno, ģe aktivace pNth1 prostŚednictv²m vazby proteinŢ 14-3-3 je 

mnohem ¼ļinnŊjġ² ve srovnání s aktivací spojenou s vazbou kationtŢ Ca
2+

. Navíc mŊŚen² 

enzymové aktivity mutantních forem Nth1 in vitro a in vivo napov²daj², ģe serinové zbytky S60 

a S83 prim§rnŊ zodpov²daj² za fosforylaļnŊ z§vislou aktivaci Nth1 prostŚednictv²m proteinŢ 

14-3-3 (Veisova et al. 2012). 

Jak bylo popsáno v kapitole 2.3.2 proteiny 14-3-3 mají dimerní strukturu, ve které se 

nacházejí dva antiparalelní ligand-vazebn® ģl§bky, kter® proteinŢm 14-3-3 umoģŔuj² souļasnou 

vazbu dvou vazebnĨch motivŢ (Kostelecky et al. 2009; Johnson et al. 2010). Je zn§mo, ģe 

mnoho vazebnĨch partnerŢ proteinŢ 14-3-3 obsahuje dva nebo v²ce vazebnĨch motivŢ pro tyto 

proteiny a enzym Nth1 je pravdŊpodobnŊ jedn²m z takovĨchto pŚ²padŢ (Veisova et al. 2012). 

Minimální vzdálenost mezi dvŊma vazebnými motivy pro protein 14-3-3, kter§ umoģŔuje 

vazbu pŚ²sluġn®ho proteinu na dvŊ vazebn§ m²sta proteinu 14-3-3 souļasnŊ, je deset 

aminokyselinovĨch zbytkŢ (Kostelecky et al. 2009). Z tohoto dŢvodu je tedy pravdŊpodobn®, 

ģe S60 a S83 v Nth1 tvoŚ² pr§vŊ takovĨ dvojitŊ fosforylovanĨ optimální vazebný motiv 

pro vazbu proteinu 14-3-3. Na druhou stranu je velice pravdŊpodobn®, ģe dvŊ dalġ² m²sta 
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ze sekvence Nth1 S20 a S21, která jsou také fosforylovaná in vitro pomocí PKA, vazebný 

motiv pro protein 14-3-3 nevytv§Śej². DŢvodem pro toto tvrzen² je, ģe nebyla jeġtŊ nikdy 

pozorována vazba proteinu 14-3-3 na peptid obsahující dva následující nebo velice blízko 

poloģen® fosforylovan® aminokyselinové zbytky (Fu et al. 2000). V souladu s touto skuteļnost² 

bylo i experiment§lnŊ potvrzeno, ģe mutantn² formy Nth1 fosforylovan® na pouze S20 nebo 

S21 nebo obou dohromady nevykazovaly vysokou afinitu pro proteiny 14-3-3 a nav²c u tŊchto 

tŚ² mutantn²ch forem byla namŊŚena velice n²zká enzymová aktivita v pŚ²tomnosti proteinŢ             

14-3-3. Podobn® vĨsledky byly z²skan® tak® pŚi aktivaļn²ch studi²ch mutantn²ch forem Nth1 

in vivo, kdy byla aktivace prokázána pouze u mutantních forem Nth1 S60 a S83, ale ne 

u S20+S21 (Veisova et al. 2012). 

Protoģe vġechna fosforylaļn² m²sta pro PKA a souļasnŊ vazebn® motivy pro protein 14-3-3 

se nach§zej² na neuspoŚ§dan®m N-konci Nth1 vnŊ katalytick® dom®ny Nth1 lze pŚedpokl§dat, 

ģe katalytick§ dom®na Nth1 a fosforylace pomoc² PKA nezvyġuj² enzymovou aktivitu vlastn²m 

pŚiļinŊn²m, ale ģe aktivace je sp²ġe vĨsledek strukturn²ch zmŊn zpŢsobenĨch vazbou proteinu 

14-3-3 na enzym Nth1. Tyto zmŊny pravdŊpodobnŊ ovlivŔuj² strukturu katalytick® dom®ny 

Nth1 a usnadŔuj² tak aktivaci enzymu (Veisova et al. 2012). 
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3 Cíle práce 

Hlavn²m c²lem pŚedloģen® disertaļn² pr§ce je objasnŊn² molekul§rn²ho mechanismu 

regulace enzymové aktivity neutrální trehalasy (Nth1) ze Saccharomyces cerevisiae 

prostŚednictv²m kationtŢ Ca
2+ 
a kvasniļn®ho proteinu 14-3-3 (Bmh1). Práce se zabývá 

strukturními zmŊnami na proteinech Nth1 a Bmh1 po vytvoŚen² komplexu v pŚ²tomnosti a 

nepŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+
. Jako hlavn² experiment§ln² pŚ²stupy pouģit® ke studiu byly vyuģity 

cílená bodová mutageneze, mŊŚen² enzymov® aktivity, CD spektroskopie, vod²k/deuteriová 

(H/D) vĨmŊna a chemick® zes²tŊn² spojené s hmotnostní spektrometrií (MS), maloúhlový 

rozptyl rentgenov®ho z§Śen² (SAXS) a krystalografie. 

 

Konkrétní cíle práce byly následující: 
 

1) PŚ²prava, exprese a purifikace mutantn²ch forem Nth1. 

2) Stanovení enzymové aktivity mutantn²ch forem Nth1 v z§vislosti na pŚ²tomnosti kationtŢ 

Ca
2+

 a/nebo proteinu Bmh1. 

3) Urļen² vlivu jednotlivĨch mutac² na strukturu Nth1 pomoc² mŊŚen² cirkul§rn²ho 

dichroismu a diferenļn² skenovac² fluorimetrie. 

4) OvŊŚen² vazby proteinŢ Bmh1 na jednotlivé mutantní formy Nth1 pomocí analytické 

ultracentrifugace a nativní TBE-PAGE. 

5) ObjasnŊn² strukturn²ch zmŊn v r§mci molekuly Nth1 pomoc² H/D vĨmŊny a chemického 

zes²tŊn² spojenými s MS za následujících podmínek:  

 

a) Nth1 v pŚ²tomnosti a nepŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+

  

b) Komplex pNth1:Bmh1 v pŚ²tomnosti a nepŚ²tomnosti kationtŢ Ca
2+

 

 

6) Jaký vliv má vazba Ca
2+

 a/nebo pNth1 na strukturn² zmŊny v molekule Bmh1? 

7) Strukturní studie proteinu Nth1, Bmh1 a jejich komplexu pomocí maloúhlového rozptylu 

rentgenov®ho z§Śen² (SAXS). 

8) Optimalizace purifikaļn²ho protokolu a krystalografickĨch podm²nek konstruktu Nth1 

100ī751, Nth1 153ī751 a komplexu obou proteinŢ pNth1:Bmh1. 
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4 PouģitĨ materi§l 

4.1 Pouģit® chemik§lie 

agarosa ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

akrylamid ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

ampicilin ï Sigma-Aldrich, USA 

ATP (adenosintrifosfát) ï Sigma-Aldrich, USA 

azid sodný ï Sigma-Aldrich, USA 

bacto trypton (pepton) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

bacto yeast extract (kvasniļný extrakt) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

Bicin  (N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin) ï Merck KGaA, NŊmecko 

bis-akrylamid ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

BIS-TRIS ï Sigma-Aldrich, USA 

bromfenolov§ modŚ ï Sigma-Aldrich, USA 

citronan sodný ï Lach-Ner, ĻR 

Coomassie Brilliant Blue R 250 ï Sigma-Aldrich, USA 

destilovaná voda vhodná pro PCR ï Top-Bio, ĻR 

dihydrogenfosforeļnan draselnĨ ï PENTA, ĻR 

dihydrogenfosforeļnan sodnĨ dihydr§t ï PENTA, ĻR 

dodecylsíran sodný (SDS) ï Sigma-Aldrich, USA 

DTT (1,4-dithiothreitol) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová) ï Sigma, USA 

EGTA (kyselina ethylenglykoltetraoctová) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

ethanol ï PENTA, ĻR 

glycerol ï Lach-Ner, ĻR 

glycin ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

HEPES ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

hydrogenfosforeļnan disodnĨ dihydr§t ï PENTA, ĻR 

hydroxid sodný ï Lach-Ner, ĻR 

chloramfenikol ï Sigma-Aldrich, USA 

chlorid draselný ï Lach-Ner, ĻR 

chlorid sodný ï PENTA, ĻR 

chlorid vápenatý ï PENTA, ĻR 

imidazol ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 
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IPTG (isopropyl-ɓ-D-thiogalaktopyranosid) ï bioWORLD, USA 

isopropanol ï Lach-Ner, ĻR 

kanamycin ï Sigma-Aldrich, USA 

kyselina boritá ï PENTA, ĻR 

kyselina citrónová ï PENTA, ĻR 

kyselina chlorovodíková ï PENTA, ĻR 

kyselina kakodylová  ï Sigma-Aldrich, USA 

kyselina octová ï PENTA, ĻR 

Luria-Bertani (LB) agar ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

Luria-Bertani (LB) médium ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

ɓ-merkaptoethanol ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

MES ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

methanol ï PENTA, ĻR 

octan amonný ï Lach-Ner, ĻR 

octan sodný ï PENTA, ĻR 

octan vápenatý ï PENTA, ĻR 

PEG 8000 (polyethylenglykol 8000) ï Sigma-Aldrich, USA 

peroxodisíran amonný (APS) ï Sigma-Aldrich, USA 

PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

síran amonný ï Sigma-Aldrich, USA 

síran lithný ï Sigma-Aldrich, USA 

síran nikelnatý (hexahydrát) ï PENTA, ĻR 

TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfin) ï Sigma-Aldrich, USA 

TEMED (N,N,N´,N -́tetramethylethylendiamin) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

Tris-HCl ï Carl Roth GmbH, NŊmecko 

 

Vġechny chemik§lie byly nejm®nŊ ļistoty p.a. 
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4.2 Ostatní materiál 

Amplex
®
 Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit ï InvitrogenÊ, Life Technol., USA  

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

Benzamidine Sepharose 4 Fast Flow (High Sub) ï GE Healthcare, Ġv®dsko 

100× BSA  (10 mg/ml) ï New England BioLabs, USA 

destiļky pro krystalografii (24 jamek, visící kapky) ï  Crystalgen SuperClearÊ Plates, 

 pregreased ï Crystalgen, USA 

destiļky pro hledání vhodných krystalizaļn²ch podmínek pomocí robotu Crystal Gryphon  

Intelli-plates
®
 96 (3 well versions, low vol. reservoir, sitting drop) ï Art Robbins  

Instruments, USA 

destiļky pro real-time PCR LightCycler
®
 480 Multiwell Plate 96 ï Roche, ĠvĨcarsko 

dialyzaļn² membr§ny z regenerované celulózy ï Spectra/Por 4, MWCO 12 ï 14 kDa  

ï Spectrum Laboratories, USA 

DNA Ladder 1 kb ï Sigma-Aldrich, USA 

dNTP mix (10 mM) ï InvitrogenÊ, Life Technologies, USA 

DNA primery ï Sigma-Aldrich, USA 

DpnI (20 000 U/ml) ï New England BioLabs, USA 

Escherichia coli kmen BL21(DE3) ï Stratagene, USA 

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

Escherichia coli kmen TOP10 ï InvitrogenÊ, Life Technologies, USA 

Escherichia coli kmen Rosetta(DE3) ï Stratagene, USA 

fluorescenļn² barvivo SYPRO
®
 Orange, Protein Gel Stain ï Sigma-Aldrich, USA 

fólie na 96-jamkové krystalografické destiļky ï ThermalSeal RTSÊ Sealing Films ï Excel  

Scientific ï USA 

f·lie na destiļky na real-time PCR LightCycler
®
 480 Sealing Foil ï Roche, Ġvýcarsko 

filtr y ï SPARTAN 13/0,45 RC ï Whatman
TM

, GE Healthcare, NŊmecko 

Gel Loading Solution (6× koncentrované barvivo) ï Sigma-Aldrich, USA 

GelRED
TM

 Nucleic Acid Gel Stain 10 000Ĭ (ve vodŊ) ï Biotium, USA 

Chelating Sepharose
TM

 Fast Flow ï GE Healthcare, USA 

inhibitor proteas SIGMA FAST
TM

 Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free   

ï Sigma-Aldrich, USA 

kolona Superdex
TM

 200 10/300 GL ï GE Healthcare, Ġv®dsko 

kolona Superdex
TM

 75 10/300 GL ï GE Healthcare, Ġv®dsko 

kolona Hiload 26/60 Superdex
TM

 200 pg ï GE Healthcare, Ġv®dsko 
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kolona Hiload 26/60 Superdex
TM

 75 pg ï GE Healthcare, Ġv®dsko 

koncentrátor ï Amicon
®
 Ultra, 10 kDa, Millipore, USA 

koncentrátor ï Amicon
®
 Ultra, 30 kDa, Millipore, USA 

kŚemenn® kyvety QS 3,00 mm ï Hellma, NŊmecko 

kŚemenn® kyvety QS 10,00 mm ï Agilent Technologies, USA 

kŚemenn® kyvety pro CD spektroskopii ï Starna,USA 

kulat§ silikonizovan§ kryc² skl²ļka ï VDX, 0,22 mm ï Hampton Research, USA 

lysozym (min. 100 000 U/mg) ï SERVA Electrophoresis GmbH, NŊmecko 

MonoS Sepharosa pro kationtovŊ vĨmŊnnou chromatografii ï Amersham Biosciences, Ġv®dsko 

MonoQ Sepharosa pro aniontovŊ vĨmŊnnou chromatografii ï Amersham Biosciences, Ġv®dsko 

NcoI (10 000 U/ml) ï New England BioLabs, USA 

NdeI (20,000 U/ml) ï New England BioLabs, USA 

NotI (10 000 U/ml) ï New England BioLabs, USA 

odsolovací kolona Peptide MicroTrap  ï Michrom Bioresources, USA 

PfuUltra
TM

 HF DNA Polymerase (2,5 U/ɛl) ï Agilent, USA 

10× PfuUltra
TM

 HF DNA polymerase Reaction Bufferï Agilent, USA 

PKA (cAMP-dependentní proteinkinasa) ï Promega, USA 

plasmid pET-15b ï Invitrogen, USA 

plasmid pET-32b ï Novagen, USA 

plasmid pRSFDuet-1 ï dar od Mgr. et Mgr. Evģena BouŚi, PhD., NIH, USA 

Precision Plus Protein Dual Color Standard ï  Bio-Rad, USA 

10× NEbuffer ï New England BioLabs, USA 

10× pufr pro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP) ï New England BioLabs, USA 

sada 96 aditiv pro krystalografii ï Additive Screen  ï Hampton Research, USA 

sada pro ļiġtŊn² DNA ï GenElute
TM

 PCR Clean-Up Kit ï Sigma-Aldrich, USA 

sada pro izolaci DNA z agarosového gelu ï GeneJET
TM

 Gel Extraction Kit, Fermentas, EU 

sada pro izolaci plasmidové DNA ï Jetquick Plasmid Miniprep spin kit, Genomed   

ï GmbH, NŊmecko  

sada 96 krystalografických sr§ģec²ch roztokŢ ï Crystal Screen 1 a 2 ï Hampton Research, USA  

sada 96 krystalografických sr§ģec²ch roztokŢ ï Index HT ï Hampton Research, USA 

sada 96 krystalografických sr§ģec²ch roztokŢ ï Midas ï Molecular Dimensions, UK 

sada 96 krystalografických sr§ģec²ch roztokŢ ï Morpheus ï Molecular Dimensions, UK 

sady 96 krystalografických sr§ģec²ch roztokŢ ï JCSG I aģ IVï Qiagen, Nizozemsko 

T4 DNA ligasa (400 000 U/ml) ï New England BioLabs, USA 

thrombin (z lidské plasmy) ï Sigma-Aldrich, USA 
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4.3 PŚ²stroje 

analytická ultracentrifuga ï ProteomLab
TM

 XL-I ï Beckman Coulter, USA 

centrifuga ï centrifugace jednolitrových bakteriálních kultur ï 8K, Sigma, NŊmecko 

centrifuga ï centrifugace destiļek pŚed DSF ï Z 300, Hermle, NŊmecko 

centrifuga ï centrifugace sonikátu ï Z 323 K, Hermle, NŊmecko 

centrifuga ï pro mikrozkumavky ï Mini Spin Eppendorf, NŊmecko 

centrifuga ï koncentrov§n² proteinŢ ï Eppendorf 5804 R, NŊmecko 

hmotnostní spektrometr ESI-FT-ICR ï 9.4 T APEX-Ultra ï Bruker Daltonics, USA 

horizontální agarosová elektroforéza ï Sigma-Aldrich, USA 

chromatografie ï FPLC-AKTA, Amersham Biosciences, Ġv®dsko 

inkubátor (37 °C) ï MELAG, NŊmecko 

inkubátor (18 °C) ï Lovibond, NŊmecko 

LightCycler 480 II ï Roche, ĠvĨcarsko 

peristaltická pumpa ï ECOLINE VC-MS/CA4-12, ISMATEC
®
, ĠvĨcarsko 

pH-metr ï 3505 pH Meter, Jenway, Velká Británie 

robot pro hledání vhodných krystalizaļn²ch podmínek ï Crystal Gryphon ï Art Robbins  

Instruments, USA 

sonicator
®
 3000 ï Misonix, USA 

termoblok ï typ BTD, Grant, Velká Británie 

termocycler ï Mastercycler Personal ï Eppendorf, NŊmecko 

transiluminátor UVT-14 M ï Herolab GmbH, NŊmecko 

tŚepaļka bakteriálních kultur ï Infors HT Multitron II, ĠvĨcarsko 

tŚepaļka na zkumavkyï Handy LAB
®
 System, N-BIOTEK, NB-205, Korea 

vertikální polyakrylamidová elektroforéza ï BIO-RAD, USA 

vodn² l§zeŔ ï Memmert GmbH, NŊmecko 

vortex Zx
3
ï Velp Scientifica, Itálie 

zdroj napŊt² pro elektrofor®zu ï PowerPac
TM

 Basic, BIO-RAD, Singapur 

UV-Vis absorpļn² spektrofotometr ï Agilent 8453, Agilent Technologies, USA 

spektropolarimetr J-810 pro mŊŚen² CD spektroskopie ï Jasco, Japonsko 
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5 Experimentální metody 

VĨzkum proteinŢ 14-3-3 a neutrální trehalasy Nth1 pocházející z kvasinek rodu 

Saccharomyces cerevisiae probíhá v laboratoŚi RNDr. Veroniky Obġilov®, PhD. jiģ nŊkolik let. 

Z tohoto dŢvodu bylo ve vŊtġinŊ experimentŢ moģn® pouģ²t dŚíve zaklonované konstrukty 

zm²nŊnĨch proteinŢ a pŚipravovat je podle zavedenĨch a optimalizovanĨch protokolŢ (Obsil et 

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

5.1 PŚ²prava expresn²ch konstruktŢ 

Pro výzkum molekulárního mechanismu regulace funkce Nth1 a studium její struktury bylo 

pŚipraveno nŊkolik rŢznĨch expresn²ch konstruktŢ jak neutr§ln² trehalasy samotn®, tak i jej²ch 

vazebnĨch partnerŢ proteinŢ Bmh1. 

5.1.1 Klonov§n² konstruktŢ NTH1 WT 

K pŚ²pravŊ vŊtġiny proteinŢ Nth1 WT byl pouģit konstrukt vyrobenĨ RNDr. Veronikou 

Obġilovou, PhD. Gen NTH1 kódující aminokyselinovou sekvenci Nth1 1ī751 byl zaklonován 

do upraveného plasmidu pET-32b (Novagen, USA) pomoc² restrikļn²ch endonukleas NcoI a 

BamHI. Z tohoto plasmidu byla pŚed jeho pouģit²m odstranŊna sekvence 81 p§rŢ bas² 

následujících po sekvenci k·duj²c² ġest po sobŊ n§sleduj²c²ch histidinŢ tzv. histidinovou kotvu. 

Exprimovaný protein Nth1 obsahoval na svém N-konci jiģ zm²nŊnou histidinovou kotvu, navíc 

tzv. thioredoxinovou kotvu a m²sto umoģŔuj²c² odġtŊpen² tohoto ¼seku pomoc² thrombinu. 

Plasmid byl n§slednŊ transformován do bakterií E. coli kmen Rosetta(DE3) (Stratagene, USA), 

kde probíhala exprese proteinu Nth1 WT (Veisova et al. 2012). 

Z dŢvodu znaļnŊ vysok® ceny thrombinu a potŚeby produkce Nth1 WT ve vŊtġ²ch 

mnoģstv²ch urļenĨch pro pŚ²pravu a n§slednou krystalizaci komplexu proteinŢ 

pNth1:Bmh1 ȹC M237Stop, jsme se rozhodli tento konstrukt umístit do nového plasmidu. 

Pro tento ¼ļel byl vybrán upravený plasmid pRSFDuet-1 (viz obrázek 5.1, str. 40) nesoucí 

kromŊ sekvence pro N-koncovou histidinovou kotvu i gen pro vysoce rozpustný protein G_B1 

a ġtŊpn® m²sto umoģŔuj²c² odġtŊpen² tohoto konce pomoc² snadno a levnŊ vyrobiteln® TEV 

proteasy. Gen NTH1 (pro aminokyselinovou sekvenci 1ī751) byl do tohoto plasmidu 

zaklonov§n mezi ġtŊpn§ m²sta pro restrikļn² endonukleasy NcoI a BamHI. Vzhledem k pouģit² 

stejnĨch restrikļn²ch m²st, kter§ byla pouģita pro zaklonov§n² konstruktu do plasmidu pET-32b, 

bylo moģno insert pouze vyġtŊpit pomoc² danĨch endonukleas a vloģit do nov®ho plasmidu. 
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ATG AAC AGC AGC CAT CAC CAT CAT CAC CAC ATG CAG TAC AAG CTT ATC CTG AAC GGT AAA ACC CTG AAA GGT GAA 

ACC ACC ACC GAA GCT GTC GAC GCT GCT ACC GCG GAA AAA GTT TTC AAA C AG TAC GCT AAC GAC AAC GGT GTT GAC 

GGT GAA TGG ACC TAC GAC GAC GCT ACC AAA ACC TTC ACG GTA ACC GAA  
AAT AAT AAC AAC AAT AAC AAC AAC AAC AAT GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGC GCC ATG GGA TCC TGC AGG CGG CCG 

C 

Obrázek 5.1: Schéma upraveného plasmidu pRSFDuet-1. PŚi ¼pravŊ tohoto plasmidu Mgr. et 

Mgr. Evģenem BouŚou, Ph.D. bylo pŢvodn² ġtŊpn® m²sto pro restrikļn² endonukleasu  NcoI 

zruġeno a nov® zavedeno v oblasti C-konce. Na N-konci fúzního proteinu se po expresi v takto 

upraveného plasmidu nachází histidinová kotva (ġest oranģovĨch kodonŢ pro His) a vysoce 

rozpustný protein G_B1 (zelen§ sekvence nukleotidŢ). Tento N-koncový úsek je 

moģn® z vĨsledn®ho f¼zn²ho proteinu odġtŊpit pomoc² TEV proteasy (sekvence, kterou TEV 

rozpozn§v§, je vyznaļena modŚe se ġtŊpnĨm m²stem mezi CAG a GGC). ĻervenŊ je oznaļena 

sekvence pro tzv. linker a fialovŊ vyznaļen§ oblast obsahuje ġtŊpn§ m²sta pro restrikļn² 

endonukleasy NcoI, BamHI, PstI a NotI. Pro expresi je kl²ļovĨ T7 promotor, na kterĨ nased§ 

T7 RNA polymerasa. M²stem ukonļuj²c²m transkripci inzertu NTH1 je T7 terminátor. lacI je 

sekvence k·duj²c² tzv. lac represor, kterĨ se v§ģe na DNA plasmidu a blokuje expresi insertu. 

Tento represor sv® m²sto opouġt² po pŚ²davku IPTG, kterĨ tak indukuje expresi c²lov®ho 

proteinu Nth1. Kn je oblast k·duj²c² rezistenci na kanamycin. Mapa plasmidu byla pŚevzata 

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

ĠtŊpen² plasmidu i insertu NTH1 pomoc² restrikļn²ch enzymŢ NcoI a BamHI  prob²halo 

pŚes noc pŚi 37 ÁC. Reakļn² smŊsi byly pŚipraveny podle tabulky 5.1 (viz str. 41). ĻiġtŊn² 

naġtŊpen®ho plasmidu pRSFDuet-1 bylo provedeno pomocí horizontální elektroforézy 

na 1% agarosovém gelu v pŚ²tomnosti 1Ĭ koncentrovan®ho TBE pufru (postup viz kapitola 

5.1.4 str. 42, sloģen² viz tabulky 5.3 a 5.4). 166 ɛl dvojitŊ naġtŊpeného (DD) linearizovaného 

plasmidu spolu s 28 ɛl 6Ĭ koncentrovan®ho barviva Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich, 
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USA) bylo naneseno na gel. Horizont§ln² elektrofor®za prob²hala po dobu 1 h pŚi napŊt² 75 V. 

Po vyjmut² gelu bylo moģn® pod UV svŊtlem identifikovat z·nu obsahuj²c² DNA pŚeļiġtŊn®ho 

plasmidu. Tato oblast byla n§slednŊ pŚesnŊ vyŚ²znuta a DNA z n² izolov§na pomoc² komerļnŊ 

vyr§bŊn® sady GeneJET
TM

 Gel Extraction Kit (Fermentas Life Science, EU). PŚi extrakci DNA 

bylo postupováno podle návodu výrobce. NejdŚ²ve byl ke gelu obsahuj²c²m plasmid pŚid§n 

vazebnĨ pufr v pomŊru 1:1 (objem v ml : váha gelu v mg). N§slednŊ byl gel rozpuġtŊn 

pŚi teplotŊ 50 ï 60 ÁC po dobu pŚibliģnŊ 10 min. Pot® byl roztok pŚem²stŊn na speci§ln² 

kolonku, která zachytila plasmidovou DNA. N§slednŊ byla zachycen§ DNA promyta a nakonec 

eluov§na pomoc² 40 ɛl destilovan® vody urļen® pro PCR pŚedehŚ§t® na teplotu 60 ï 70 °C.  

 

Tabulka 5.1: Sloģen² reakļn²ch smŊs² pŚi ġtŊpen² plasmidu pRSFDuet-1 a insertu NTH1 WT 

pomoc² restrikļn²ch endonukleas NcoI a BamHI. 

ĠtŊpen² plasmidu pRSFDuet-1 ĠtŊpen² insertu NTH1 WT 

Chemikálie Mnoģstv² Chemikálie Mnoģstv² 

plasmid pRSFDuet-1 140 ɛl insert NTH1 43 ɛl 

10× NE pufr 3 16 ɛl 10× NE pufr 3 5 ɛl 

NcoI (10 000 U/ml) 4 ɛl NcoI (10 000 U/ml) 1 ɛl 

BamHI (20 000 U/ml) 4 ɛl BamHI (20 000 U/ml) 1 ɛl 

100× BSA (10 mg/ml)  1,6 ɛl 100× BSA (10 mg/ml)  0,5 ɛl 

 

NaġtŊpenĨ insert NTH1 byl pŚeļiġtŊn pomoc² komerļnŊ vyr§bŊn® sady GenEluteTM PCR 

Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, USA). Tato sada umoģŔuje rychl® pŚeļiġtŊn² jedno- nebo dvou-

vl§knovĨch PCR produktŢ od ostatn²ch komponent, jako jsou primery, nukleotidy nebo DNA 

polymerasa. NejdŚ²ve byla DNA nav§z§na na membr§nu kolonky a n§slednŊ vyļiġtŊna pomoc² 

speci§ln²ho pufru.  Ļist§ DNA byla eluov§na vodou pomoc² 40 ɛl destilovan® vody urļen® 

pro PCR pŚedehŚ§t® na teplotu 60 ï 70 °C. 

Ligace ï spojen² dvojitŊ naġtŊpen®ho (DD) plasmidu pRSFDuet-1 s naġtŊpenĨm insertem 

NTH1 WT, prob²hala pomoc²  T4 DNA ligasy (New England BioLabs, USA) pŚi laboratorní 

teplotŊ po dobu dvou hodin a n§slednŊ pŚes noc pŚi teplotŊ 4 ÁC (sloģen² ligaļn² smŊsi viz 

tabulka 5.2, str. 42). Ligaļn² smŊs byla transformov§na do kompetentních bakterií E. coli kmen 

TOP10 (viz kapitola 5.1.5, str. 43), z²skan® kolonie byly zaoļkov§ny do 5 ml tekutého LB 

média a izolovan§ DNA n§slednŊ doruļena k sekvenaļn² kontrole. 
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Tabulka 5.2: Sloģen² ligaļn² smŊsi pŚi klonov§n² NTH1 WT do plasmidu pRSFDuet-1. 

Chemikálie Mnoģstv² 

DD pRSFDuet-1 2 ɛl 

DD insert NTH1 WT 6 ɛl 

10× pufr pro T4 DNA ligasu (s 10 mM ATP) 1 ɛl 

T4 DNA ligasa (400 000 U/ml) 1 ɛl 

5.1.2 Klonov§n² konstruktŢ NTH1 100ī751 a 153ī751  

Pro krystalografick® ¼ļely byly pŚipraveny dva kratġ² konstrukty NTH1 100ī751 a 

153ī751, kter® neobsahuj² DNA pro N-koncovou nestrukturní oblast Nth1.  Exprimované fúzní 

proteiny se skládají z konzervované katalytické domény a Nth1 100ī751 nav²c obsahuje i                 

Ca-vazebnou doménu.  

Oba tyto konstrukty byly zaklonov§ny RNDr. Veronikou Obġilovou, PhD. do plasmidu  

pRSFDuet-1  mezi m²sta pro restrikļn² endonukleasy NcoI a NotI. Tento plasmid umoģnil 

jejich expresi jako f¼zn²ch proteinŢ s N-koncovou histidinovou kotvou, navíc s vysoce 

rozpustnĨm proteinem G_B1 a ġtŊpnĨm m²stem, umoģŔuj²c²m odġtŊpen² pŚidan®ho N-konce 

pomocí TEV proteasy. 

5.1.3 Klonov§n² konstruktŢ BMH1 WT a ȹC 

Proteiny Bmh1 WT a ȹC M237Stop (konstrukt neobsahující C-koncovou ļ§st proteinu) 

byly exprimovány jako fúzní proteiny obsahující afinitní histidinovou kotvu na svém N-konci. 

Konstrukt BMH1 WT byl jiģ dŚ²ve zaklonov§n RNDr. Veronikou Obġilovou, PhD. do plasmidŢ 

pET-15b (Invitrogen, USA) pomoc² restrikļn²ch enzymŢ NdeI a BamHI a exprimov§n 

v bakteriích E. coli kmen BL21(DE3) (Stratagene, USA) (Obsil et al. 2001; Obsilova et al. 

2004). Konstrukt pro kratġ² protein Bmh1 ȹC M237Stop byl vytvoŚen pomoc² c²len® 

jednobodov® mutageneze. PŚi tomto procesu byl kodon pro M237 zmŊnŊn Mgr. Danou 

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

5.1.4 Horizontální TBE agarosová elektroforéza 

ĻiġtŊn² naġtŊpenĨch plasmidŢ, kontrola ¼spŊġnosti PCR reakc² a ligaļn²ch reakc² byla 

prov§dŊna pomoc² horizont§ln² elektrofor®zy na 1% agarosovém gelu v pŚ²tomnosti 

1× koncentrovaného TBE pufru (sloģen² viz tabulky 5.3 a 5.4, str. 43). 1% agarosový gel byl 

pŚipraven z 0,4 g agarosy rozpuġtŊn® ve 40 ml vroucího 1× koncentrovaného TBE pufru a 

0,4 ɛl fluorescenļn² barvy GelRED
TM

 (Biotium, USA). NezpolymerovanĨ gel byl pŚelit 



43 

 

 

 

do speciální formy a byl do nŊj zaveden hŚeb²nek pro vytvoŚen² jamek na vzorky. 15 ɛl vzorku 

bylo smícháno s 5 ɛl 6Ĭ koncentrovaného barviva Gel Loading Solution (Sigma-Aldrich, USA) 

a s 10 ɛl vody. Se stejnĨm mnoģstv²m barviva bylo sm²ch§no i 5 ɛl standardu DNA Ladder 

1 kb (Sigma-Aldrich, USA). N§slednŊ byl zpolymerovanĨ gel um²stŊn do elektroforetick® vany 

naplnŊn® 1Ĭ koncentrovanĨm TBE pufrem a do jednotlivĨch jamek byly um²stŊny pŚ²sluġn® 

vzorky. Elektroforéza probíhala po dobu 1 h pŚi napŊt² 75 V. Pro vizualizaci testované DNA 

byla pouģita fluorescenļn² barva GelRED
TM
, kter§ byla pŚid§na do gelu jeġtŊ pŚed jeho 

ztuhnut²m. VĨsledek byl pozorov§n pomoc² UV svŊtla pŚi um²stŊn² gelu do transiluminátoru. 

 

Tabulka 5.3: Sloģen² 1% agarosov®ho gelu pro horizont§ln² elektrofor®zu. 

Chemikálie Mnoģstv² 

agarosa 0,4 g 

1× TBE pufr 40 ml 

barva GelRED
TM

 0,4 ɛl 

 

Tabulka 5.4: Sloģen² 10Ĭ koncentrovan®ho TBE pufru o vĨsledn®m objemu 500 ml. 

Chemikálie Mnoģstv² 

Tris 54 g 

kyselina boritá 27,5 g 

0,5 M EDTA (pH = 8,0) 20 ml 

destilovaná voda doplnŊn² do 500 ml 

5.1.5 Transformace metodou teplotn²ho ġoku 

PŚi pŚ²pravŊ jednotlivĨch konstruktŢ NTH1 a BMH1 byly pro transformaci pomocí 

teplotn²ho ġoku nejdŚ²ve pouģity buŔky E. coli kmen TOP10 (InvitrogenÊ, Life Technologies, 

USA), které jsou vhodné pro následnou izolaci plasmidové DNA.  

BuŔky jsou uchov§v§ny pŚi teplotŊ ï 80 ÁC a pŚed pouģit²m musej² rozt§t v lázni s ledem. 

Po rozmrznutí bylo 30 ɛl roztoku bakteri² pŚend§no do plastov® mikrozkumavky um²stŊn® 

v ledové lázni a byly k nim pŚid§ny 3 ɛl roztoku pŚ²sluġn® plasmidov® DNA se zaklonovaným 

genem pro expresi dan®ho proteinu. N§slednŊ byly buŔky 20 min inkubovány v ledové lázni 

za obļasn®ho prom²ch§v§n². Pot® byla mikrozkumavka se smŊs² vloģena na 45 s do vodn² l§znŊ 

pŚedehŚ§t® na 42 °C a po uplynutí této doby byla mikrozkumavka vrácena na 2 min do nádoby 

s ledem. Nakonec bylo do zkumavky se smŊs² pŚidáno 300 ɛl LB m®dia (sloģen² viz tabulka 

5.5, str. 44) pŚedehŚ§t®ho na 37 ÁC a n§sledovala inkubace jednu hodinu pŚi 37 °C a smŊs byla 

vyseta na sterilní Petriho misku s pevnĨm LB agarem (sloģen² viz tabulka 5.5, str. 44) 
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obsahuj²c²m pŚ²sluġn® antibiotikum (viz tabulka 5.6). Výsledné koncentrace jednotlivých 

antibiotik v kultivaļn²ch m®di²ch jsou uvedeny v tabulce 5.7.  

Následující den bylo pomocí sterilní kliļky pŚeneseno nŊkolik samostatnĨch koloni² 

do pŚ²sluġn®ho poļtu zkumavek s tekutĨm LB m®diem. Kaģd§ zkumavka obsahovala 5 ml LB 

média spolu s vhodným antibiotikem (viz tabulka 5.6). Zkumavky se smŊs² m®dia a bunŊk byly 

n§slednŊ kultivov§ny pŚes noc na tŚepaļce pŚi teplotŊ 37 °C a 200 ot./min. 

 

Tabulka 5.5: Sloģen² tekut®ho a pevn®ho LB m®dia. 

Sloģen² 500 ml tekut®ho LB m®dia Sloģen² 500 ml pevn®ho LB m®dia 500 ml 

 
Chemikálie Mnoģstv² Chemikálie Mnoģstv² 

trypton 5 g trypton 5 g 

kvasniļnĨ extrakt 2,5 g kvasniļnĨ extrakt 2,5 g 

NaCl 5 g NaCl 5 g 

ï ï agar 10 g 

destilovaná voda doplnŊn² do 500 ml destilovaná voda doplnŊn² do 500 ml 

     

Tabulka 5.6: Seznam expresn²ch plasmidŢ transformovanĨch do bakteri² Escherichia coli kmen 

TOP10 a jejich antibiotických rezistencí. 

Kmen bakterií E. coli Plasmid Resistence vŢļi antibiotiku 

TOP10 pET-15b  ampicilin 

TOP10 pET-32b ampicilin 

TOP10 pRSFDuet-1 kanamycin 

 

Tabulka 5.7: Seznam pouģitĨch antibiotik a jejich vĨslednĨch koncentrac² v  tekutých a pevných 

LB médiích. 

Antibiotikum Koncentrace zásobního roztoku Výsledná koncentrace 

kanamycin 30 mg ml
ī1

 30 µg ml
ī1

 

ampicilin 100 mg ml
ī1

 100 µg ml
ī1

 

chloramfenikol 34 mg ml
ī1

 34 µg ml
ī1

 
 

5.1.6 Izolace plasmidové DNA 

K izolaci plasmidové DNA z 5 ml kultur bakterií E. coli kmen TOP10 byla pouģita 

komerļnŊ dod§van§ sada Jetquick Plasmid Miniprep spin kit (Genomed GmbH, NŊmecko, viz 

tabulka 5.8, str. 45). Podle instrukcí výrobce bylo v prvním kroku pomocí centrifugace (1 min 

pŚi 14 000 ot./min) odstranŊno LB m®dium. Z²skan§ peleta usazenĨch bunŊk byla n§slednŊ 

rozpuġtŊna pomoc² 250 ɛl roztoku G1. Tento roztok obsahoval RNasu A, kter§ degradovala 

veġkerou RNA pŚ²tomnou ve vzorku. Lyze bunŊk bylo doc²leno pŚid§n²m 250 ɛl roztoku G2 a 
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poté byl obsah mikrozkumavky zneutralizován pomocí 350 ɛl roztoku G3. Po dalġ² centrifugaci 

byl supernatant pomoc² pipety opatrnŊ pŚem²stŊn na kolonku a centrifugov§n 1 min 

pŚi 14 000 ot./min. Obsah odpadních nádobek byl vylit, kolonky promyty roztokem G4 a znovu 

centrifugovány 1 min pŚi 14 000 ot./min. Nakonec byly kolonky pŚend§ny do ļistĨch 

mikrozkumavek a plasmidov§ DNA do nich eluov§na pomoc² 40 ɛl destilovan® vody urļen® 

pro PCR pŚedem zahŚ§t® na teplotu 60 ï 70 °C.  

 

Tabulka 5.8: Sloģen² roztokŢ komerļnŊ vyr§bŊn® sady pro izolaci plasmidov® DNA (Jetquick 

Plasmid Miniprep spin kit, Genomed GmbH, NŊmecko). 

Název roztoku Sloģen² z§sobn²ho roztoku 

G1 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ɛg ml
ï1

 RNasa A 

G2 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS  

G3 octan sodný, guanidinhydrochlorid 

G4 ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCl 
 

5.1.7 C²len§ bodov§ mutageneze genŢ NTH1 WT 

Pro vĨzkum ¼lohy kationtŢ Ca
2+

 v regulaci aktivity Nth1, bylo do struktury Nth1 zavedeno 

celkem dvanáct jednobodových mutací a to v oblasti Ca-vazebné domény Nth1 (D114L, 

D114E, D114N, D116L, K117L, N118L, I121L, D125L, D125E a D125N) a v jejím blízkém 

okolí (D103L a D173L). 

PŚi c²len® jednobodov® mutagenezi bylo vyuģito polymerasov® ŚetŊzov® reakce (PCR), 

pŚi kter® byl za pomoci pŚedem navrģenĨch oligonukleotidŢ (viz tabulka 5.9, str. 46) zmŊnŊn 

kodon pro urļitou aminokyselinu, za kodon pro aminokyselinu jinou ï námi zvolenou. 

Oligonukleotidy byly navrģeny tak, aby na jejich zaļ§tc²ch a konc²ch byla b§ze C nebo G a 

jedinĨ zmŊnŊnĨ kodon se nach§zel pŚibliģnŊ uprostŚed jejich cca 30 nukleotidŢ dlouh® 

sekvence. 

Mutagenezn² PCR je vŊtġinou velice rychlĨ a ¼spŊġnĨ mechanismus, kterĨ umoģŔuje 

zmŊnu jedn® nebo v²ce aminokyselin ve vĨsledn®m expresn²m produktu. PrŢbŊh reakce byl 

Ś²zen cyklicky se opakuj²c²mi zmŊnami teploty (viz tabulka 5.11, str. 47) uloģenĨmi 

v pŚ²sluġn®m programu na pŚ²stroji Personal Mastercycler (Eppendorf, NŊmecko). Sloģen² 

reakļn²ch smŊs² je uvedeno v tabulce 5.10 na str. 46. Jednotliv® komponenty byly postupnŊ 

pŚid§v§ny a m²ch§ny v mikrozkumavk§ch urļenĨch pro PCR. Syntéza nových mutantních 

DNA byla katalyzována termostabilním enzymem Pfu-Ultra
TM

 HF DNA polymerasou (Agilent, 

USA). 
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Tabulka 5.9: Oligonukleotidy vyuģit® pŚi c²len® jednobodov® mutagenezi. ĠedŊ oznaļen® 

kodony jsou místy jednobodových mutací. 

Název oligonukleotidu Sekvence  5ËŸ 3Ë 

D103L_up c  ttt atc gaa gat gtc ctt aaa aca ctt aat gaa c 

D103L_down g ttc att aag tgt ttt aag gac atc ttc gat aaa g 

D114L_up cta ctg gct gct gag ctt acc gat aaa  aat tat c 

D114L_down g ata att ttt atc ggt aag ctc agc agc cag tag 

D114E_up cta ctg gct gct gag gag acc gat aaa aat tat c 

D114E_down g ata att ttt atc ggt ctc ctc agc agc cag tag 

D114N_up cta ctg gct gct gag aat acc gat aaa aat tat c 

D114N_down g ata att ttt atc ggt att ctc agc agc cag tag 

D116L_up gct gct gag gat acc ctt aaa aat tat cag atc 

D116L_down gat ctg ata att ttt aag ggt atc ctc agc agc 

K117L_up gct gag gat acc gat cta aat tat cag atc acc 

K117L_down ggt gat ctg ata att tag atc ggt atc ctc agc 

N118L_up gag gat acc gat aaa ctt tat cag atc acc atc 

N118L_down gat ggt gat ctg ata aag ttt atc ggt atc ctc 

I121L_up gat aaa aat tat cag ctc acc atc gag gat acc 

I121L_down ggt atc ctc gat ggt gag ctg ata att ttt atc 

D125L_up cag atc acc atc gag ctt acc ggt cca aaa gtt ttg 

D125L_down caa aac ttt tgg acc ggt aag ctc gat ggt gat ctg 

D125E_up cag atc acc atc gag gag acc ggt cca aaa gtt ttg 

D125E_down caa aac ttt tgg acc ggt ctc ctc gat ggt gat ctg 

D125N_up cag atc acc atc gag aat acc ggt cca aaa gtt ttg 

D125N_down caa aac ttt tgg acc ggt att ctc gat ggt gat ctg 

D173L_up cac caa att ttc tta ctt gaa gct cgt ata aac 

D173L_down gtt tat acg agc ttc aag taa gaa aat ttg gtg 
 

 

Tabulka 5.10: Sloģen² reakļn² smŊsi pouģit® pro mutagenezn² PCR. 

Chemikálie Mnoģstv² 

10Ĭ reakļn² pufr pro Pfu-Ultra
TM

 HF DNA polymerasu 5 ɛl 

templátová DNA 1 ɛl 

smŊs dNTP (1,6 ɛM) 2,5 ɛl 

10 mM primer up 2 ɛl 

10 mM primer down 2 ɛl 

destilovaná voda pro PCR 36,5 ɛl 

PfuUltra
TM

 HF polymerasa (2,5 U/ɛl) 1 ɛl 
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PŚi teplotŊ 95 ÁC doġlo k denaturaci dvouvl§knov® templ§tov® DNA a n§slednŊ pŚi teplotŊ 

51 °C k hybridizaci mutagenezn²ch primerŢ na komplement§rn² oblasti templ§tov® DNA. 

K synt®ze novĨch ŚetŊzcŢ DNA doch§zelo pŚi teplotŊ 68 ÁC ve smŊru od konce 5Ë ke konci 3Ë. 

dNTP byly s pomocí PfuUltra
TM

 HF DNA polymerasy pŚipojov§ny vģdy k volnému konci 3´ 

novŊ vznikaj²c²ho vl§kna. Po dokonļen² synt®zy byla teplota znovu zvĨġena na 95 ÁC a celĨ 

proces syntézy nových vláken DNA byl opakován ve dvaceti cyklech (viz tabulka 5.11). 

  

Tabulka 5.11: Nastavení programu pro mutagenezní PCR. 

Teplota Doba trvání 

95 °C 1 min 

95 °C 30 s  

51 °C 1 min 

68 °C 12 min 

68 °C 12 min 

4 °C do vypnut² pŚ²stroje 
 

5.1.8 ĠtŊpen² templ§tov® DNA 

Po mutagenezn²m PCR bylo nutn® ze vzorkŢ odstranit pŢvodn² templ§tovou DNA NTH1 

WT pomoc² restrikļn² endonukleasy DpnI. Tento enzym ġtŊp² pŢvodn² methylovanou DNA 

(uvnitŚ sekvence 5 -́Gm
6
ATC-3´), ale nech§v§ nepozmŊnŊnou novŊ syntetizovanou DNA, kter§ 

neobsahuje ģ§dn®  methylovan® adeniny. 

K 50 ɛl reakļn² smŊsi po mutagenezn² PCR bylo pŚid§no 1,5 ɛl restrikļn² endonukleasy 

DpnI. Vzorek byl lehce prom²ch§n a inkubov§n pŚi teplotŊ 37 ÁC po dobu 1,5 h. Po skonļen² 

ġtŊpen² bylo ze vzorku odebr§no 5 ɛl pro kontrolu pomocí horizontální TBE agarosové 

elektroforézy (viz kapitola 5.1.4, str. 42) a zbytek vzorku byl zmrazen pŚi teplotŊ ï 21 °C. 

T²mto postupem bylo zajiġtŊno, ģe se pŚi n§sleduj²c² transformaci do kompetentn²ch 

bakterií E. coli kmen TOP10 (viz kapitola 5.1.5, str. 43) dostaly vŊtġinou jen plasmidy 

obsahuj²c² kompletnŊ zmutovanou DNA. Kultivac² tŊchto bakteri² doġlo k namnoģen² 

plasmidové DNA nesoucí geny pro mutantní proteiny Nth1. Po následné izolaci plasmidové 

DNA byla pŚ²tomnost jednotlivĨch mutac² ovŊŚena sekvenaļn² analĨzou. 

5.1.9 Sekvenaļn² analĨza DNA 

OvŊŚen² ¼spŊġnosti c²len® jednobodov® mutageneze a klonov§n² nŊkterĨch konstruktŢ bylo 

provedeno v LaboratoŚi sekvenace DNA RNDr. ĠtŊp§nky Hrd® z PŚF UK a ve StŚedisku 

sekvenov§n² DNA pŚi MBÚ AV ĻR, v.v.i., vedeném Jürgenem Felsbergem, CSc. 

20× opakováno  
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Obrázek 5.2: VĨsledek porovn§n² aminokyselinovĨch sekvenc² kvasniļn® neutr§ln² trehalasy 

Nth1 a regulaļn² dom®ny trehalasy Tre37A poch§zej²c² z E. coli (2JG0). Porovnání predikce 

sekundární struktury Nth1 s vyŚeġenou krystalovou strukturou 2JG0. Oblasti obsahující                   

Ŭ-ġroubovice jsou oznaļeny ļervenŊ a struktury skl§dan®ho listu jsou obarveny ģlutŊ. Zelen® 

ļ§ry oznaļuj² oblast Ca-vazebn® dom®ny Nth1 (T105 aģ T135) obsahuj²c² tzv. EF-hand motiv 

(D114 aģ D125) a fialov® ļ§ry ohraniļuj² katalytickou dom®nu Nth1 (P295 aģ N721).  ĠedŊ 

jsou vyznaļeny prvn² aminokyseliny konstruktŢ pouģ²vanĨch pŚi krystalizaci Nth1 (E100 a 

S153). 

 

 

Nth1            MSQVNTSQGPVAQGRQRRLSSLSEFNDPFSNAEVYYGPPTDPRKQKQAKPAKINRTRTMS 60 

2JG0            ------------------------------------------------------------  

                                                                             

 

Nth1            VFDNVSPFKKTGF GKLQQTRRGSEDDTYSSSQGNRRFFI EDVDKTLNELLAAEDTDKNYQ 120  

2JG0            ---------------------------------------------------- EETP----  4 

                                                                    *:*      

 

Nth1            ITI EDTGPKVLKVGTANSYGYKHINIRGTYMLSNLLQELTIAKSFGRHQIFL DEARINEN 180  

2JG0            -- VTPQPP-------------------- DILLGPLFNDVQNAKLFPDQKTFADAVPNSD-  41 

                  :    *                      :*. *::::  ** *  :: * * .  .:   

 

Nth1            PVNRLSRLINTQFWNSLTRRVDLNNVGEIAKDTKIDTPGAKNPRIYVPYDCPEQYEFYVQ 240  

2JG0            PLMILADYRMQQNQSGFDLRHFVN---------------------- VNFTLPKEGEKYVP 79 

                *:  *:     *  ..:  *  :*                      * :  *:: * **  

 

Nth1            ASQMHPSLKLEVEYLPKKITAEYVKSVNDTPGLLALAMEEHFNPSTGEKTLIGYPYAVPG 300  

2JG0            PEGQSLREHIDGLWP--- VLTRSTENTEKWDSLLPLP---------------- EPYVVPG 120  

                ..      :::  :    : :. .:..:.  .**.*.                 **.***  

 

Nth1            GRFN ELYGWDSYMMALGLLEANKTDVARGMVEHFIFEINHYGKILNANRSYYLCRSQPPF 360  

2JG0            GRFREVYYWDSYFTMLGLAESGHWDKVADMVANFAHEIDTYGHIPNGNRSYYLSRSQPPF 180  

                ***.*:* ****:  *** *:.: * . .** :* .**: **:* *.******.******  

 

Nth1            LTEMALVVFKKLGGRSNPDAVDLLKRAFQASIKEYKTVWTASP----- RLDPETGLSRYH 415  

2JG0            FALMVELLAQHEGDAALKQYLPQMQKEYAYWMDGVENLQAGQQEKRVVKLQDGTLLNRYW 240  

                :: *. :: :: *. :  : :  ::: :   :.  :.: :..      :*:  * *.**  

 

Nth1            PNGLGIPPETESDHFDTVLLPYASKHGVTLDEFKQLYNDGKIKEPKLDEFFLHDRGVRES 475  

2JG0            D------- DRDTPRPESWVEDIATAKSNPNRPATEIYRD-- LRSAAASGWDFSSRWMDNP 291 

                        : :: : :: :   *: :. .    .::*.*  ::..  . : : .* : :.  

 

Nth1            GHDTTYRFEGVCAYLATIDLNSLLYKYEIDIADFIKEF CDDKYEDPLDHSITTSAMWKEM 535  

2JG0            QQLNTLRTT---- SIV PVDLNSLMFKMEKILARASKAAGDNAMAN---------- QYETL 337  

                 : .* *       :..:*****::* *  :*   *   *:   :           :: :  

 

Nth1            AKIRQEKITKYMWDDESGFFFDYNTKIKHRTSYESATTFWALWAGLATKEQAQKMVEKAL 595  

2JG0            ANARQKGIEKYLWNDQQGWYADYDLKSHKVRNQLTAAALFPLYVNAAAKDRANKMATATK 397  

                *: **: * **:*:*:.*:: **: * ::  .  :*::::.*:.. *:*::*:**.  :  

 

Nth1            PKLEMLGGLAACTERSRGPISISRPIRQWDYPFGWAPHQILAWEGLRSYGYLTVTNRLAY 655  

2JG0            THLLQPGGLNTTSVKSG--------- QQWDAPNGWAPLQWVATEGLQNYGQKEVAMDISW 448  

                .:*   *** : : :*          :*** * **** * :* ***:.**   *:  :::  

 

Nth1            RWLFMMTKAFVDYNGIVVEKYDVTRGTDPHRVEAEYGNQGADFKGAATEGFGWVN-- ASY 713  

2JG0            HFLTNVQHTYDREK- KLVEKYDVS-------- TTGTGGGGGEYP-- LQDGFGWTNGVTLK 497  

                ::*  : :::   :  :******:         :  *. *.::     :****.*  :   

 

Nth1            ILGLKYMNSHARRALGACIPPI SFFSSLRPQERNLYGL 751  

2JG0            MLDLICPKEQPCDNVPATRPTVKSATTQPSTKEAQPTP 535  

                :*.*   :.:.   : *  *.:.  ::  . :.      

N721 

Ca-vazebná doména T105 

P295 

D114  EF-hand motiv 

D125 T135 

Katalytická doména 

E100 

S153 
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5.1.10 Predikce sekundární struktury Nth1 a porovnání shody 
s krystalovou strukturou 2JG0 

PŚi navrhov§n² konstruktŢ NTH1 urļenĨch pro proteinovou krystalografii bylo vych§zeno 

z vĨsledkŢ predikce sekund§rn² struktury kvasniļn® neutr§ln² trehalasy Nth1 a bylo tak® 

pŚihl²ģeno k vyŚeġen® krystalov® struktuŚe katalytick® dom®ny trehalasy Tre37A z bakterií 

E. coli (Gibson et al. 2007). Pr§vŊ tato struktura 2JG0 vykazuje 42% sekvenļn² podobnost a 

27% identitu s Nth1 (viz. kapitola 5.3, str. 63).  

Pro porovn§n² obou aminokyselinovĨch sekvenc² (2JG0 a Nth1) byl pouģit internetovĨ 

program ClustalW2 Multiple Sequence Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 

Pro predikci sekund§rn² struktury Nth1 byl pouģit internetovĨ program PSIPRED v3.3 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Výsledek z obou tŊchto analĨz se nach§z² na obrázku 5.2 

na stranŊ 48. 

5.2 Exprese a purifikace proteinŢ 

Pro expresi vġech zkoumanĨch rekombinantn²ch proteinŢ byly pouģity expresn² syst®my 

bakterií E. coli. D²ky tŊmto syst®mŢm bylo moģn® v kr§tk®m ļasov®m ¼seku a za pŚ²znivou 

cenu vyr§bŊt miligramov§ mnoģstv² ļistĨch rekombinantn²ch proteinŢ Nth1 a Bmh1. Vġechny 

pouģit® kmeny geneticky modifikovanĨch bakteri² E. coli obsahovaly gen kódující lac represor 

a gen pro syntézu T7 RNA polymerasy. Lac represor nasedá na tzv. lac promotor a tím blokuje 

transkripci T7 RNA polymerasy. V pŚ²tomnosti induktoru IPTG doch§z² k uvolnŊn² lac 

represoru a ke spuġtŊn² synt®zy T7 RNA polymerasy, kter§ n§slednŊ prov§d² transkripci genu 

rekombinantn²ho proteinu, kterĨ byl pŢvodnŊ takt®ģ blokov§n lac represorem. 

Proteiny Nth1 a Bmh1 pouģit® v popisovaných experimentech byly vyrobeny autorkou této 

disertaļn² pr§ce na oddŊlen² ProteinovĨch struktur ve Fyziologick®m ¼stavu AV ĻR, v.v.i. 

5.2.1 Transformace kompetentn²ch bunŊk vhodnĨch pro expresi 
proteinŢ 

Pro transformaci byly pouģity kmeny kompetentn²ch bakteri² E. coli uvedené v tabulce 5.12 

(viz str. 50). Postup transformace plasmidŢ nesouc²ch gen pro pŚ²sluġnĨ f¼zn² protein byl stejnĨ 

jako v kapitole 5.1.5 (str. 43). Rozdíl byl pouze v pouģ²vanĨch objemech. Ke 45 ɛl roztoku 

pŚ²sluġnĨch kompetentn²ch bakteri² E. coli byly pŚid§ny 2 ɛl sekvenaļnŊ ovŊŚen® plasmidov® 

DNA a po teplotn²m ġoku bylo pŚid§no 450 ɛl LB m®dia.  Po jednohodinov® inkubaci pŚi 37 °C 

a 180 ot./min byly bakterie pŚes noc kultivov§ny  na steriln²ch Petriho misk§ch s pevným LB 

agarem obsahuj²c²m pŚ²sluġn® antibiotikum (viz tabulka 5.12, str. 50). Sloģen² pevn®ho a 

tekut®ho LB m®dia a koncentrace pŚ²sluġnĨch antibiotik je uveden v kapitole 5.1.5 (str. 43). 
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DruhĨ den byly kolonie pŚeneseny pomoc² steriln²ch plastovĨch kliļek do zkumavek s tekutým 

LB m®diem a pŚ²sluġnĨm antibiotikem (viz tabulka 5.12). Zkumavky se smŊs² LB m®dia a 

bunŊk byly inkubov§ny pŚes noc pŚi teplotŊ 37 °C a 180 ot./min. 

 

Tabulka 5.12: Seznam pouģitĨch kompetentn²ch bunŊk Escherichia coli, pouģ²vanĨch 

expresn²ch plasmidŢ a antibiotickĨch rezistenc². 

Kmen bakterií E. coli Expresní plasmid Resistence vŢļi antibiotiku 

BL21(DE3) pET-15b ampicilin 

BL21(DE3) pRSFDuet-1 kanamycin 

Rosetta(DE3) pET-32b ampicilin + chloramfenikol 

5.2.2 Zásobní roztoky transformovaných bakterií 

Bakterie obsahující plasmid s genem pro pŚ²sluġnĨ protein byly skladovány v mrazicím 

boxu v ï 80 °C v roztocích obsahujících glycerol o výsledné koncentraci 30 % (v/v). Zásobní 

roztoky byly pŚipraveny ze 300 ɛl steriln²ho glycerolu a 700 ɛl bakteri§ln² kultury pŊstovan® 

pŚes noc v 5 ml sterilního tekutého LB m®dia pŚi teplotŊ 37 ÁC, rychlosti tŚep§n² 180 ot./min, 

v pŚ²tomnosti pŚ²sluġn®ho antibiotika (viz tabulka 5.12) o vĨsledn® koncentraci uveden® 

v tabulce 5.7 (viz str. 44). 

5.2.3 Exprese proteinŢ 

PŚed expres² proteinŢ ve v²ce litrovĨch mnoģstv²ch bylo nutn® necelĨ den pŚedem 

kultivovat bakterie v 5 ml LB média. Z rozmrazeného zásobního roztoku s bakteriemi 

nesoucími gen pro cílový protein bylo odebráno 5 ɛl a pŚeneseno do 5 ml sterilního LB média 

obsahujícího pŚ²sluġn® antibiotikum (viz tabulka 5.12) o vĨsledné koncentraci uvedené 

v tabulce 5.7 (viz str. 44). RŢst bakteri§ln² kultury prob²hal pŚes noc pŚi teplotŊ 37 °C a 

180 ot./min. 

DruhĨ den r§no se do pŚedem pŚipravenĨch dvoulitrových nádob obsahujících po jednom 

litru LB m®dia pŚidal 1 ml roztoku pŚ²sluġn®ho antibiotika a n§slednŊ tak® 5 ml bunŊļn® kultury 

inkubovan® pŚes noc. Sloģen² tekutĨch LB m®di² a koncentrace antibiotik byly pops§ny 

v kapitole 5.1.5 (viz str. 43) Nádoby se smŊs² LB m®dia a bunŊk byly pot® vloģeny 

do inkubátoru. Kde probíhal jejich rŢst pŚi teplotŊ  37 °C a 190 ot./min po dobu t®mŊŚ tŚ² hodin 

ï dokud prŢbŊģnŊ mŊŚen§ optick§ denzita kultury nedos§hla hodnoty pŚibliģnŊ 0,6 aģ 0,8 

(mŊŚeno pŚi vlnov® d®lce 600 nm, proti ļist®mu LB m®diu). 

Pro indukci synt®zy b²lkovin byl pouģit roztok IPTG o finální koncentraci 0,5 mM. Exprese 

jednotlivĨch proteinŢ prob²hala pŚes noc pŚi  190 ot./min, za rŢznĨch teplot. Proteiny Nth1 WT, 
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jejich mutantn² formy a konstrukty urļen® pro krystalografii byly exprimov§ny pŚi  25 °C.  

Proteiny Bmh1 byly bakteriemi syntetizov§ny pŚi 30 ÁC. 

5.2.4 Centrifugace a lyze bunŊk 

Pro odstranŊn² tekut®ho LB m®dia z bakteri§ln²ch kultur byly tyto kultury pŚelity 

do jednolitrovĨch plastovĨch kyvet a n§slednŊ centrifugov§ny po dobu 20 min za teploty 4 °C 

pŚi 3 000 ot./min. Po vyjmutí z centrifugy byl vzniklĨ supernatant pŚelit do odpadních lahví a 

kyvety um²stŊny do n§doby s ledem. Pelety s bakteriemi byly resuspendovány v lyzaļn²m pufru 

pomoc² vortexu (sloģen² viz tabulka 5.13). Na rozpuġtŊn² pelet vzniklĨch centrifugac² tŚ² litrŢ 

bakteri§ln²ch kultur bylo potŚeba 100 ml lyzaļn²ho pufru. Roztoky bakteri² s exprimovaným 

proteinem byly n§slednŊ pŚem²stŊny do  plastových 50 ml zkumavek s v²ļkem a zmrazeny 

pŚi teplotŊ ï 80 ÁC. Takto n²zk§ teplota naruġuje soudrģnost bakteri§ln²ch bunŊļnĨch stŊn a 

usnadŔuje tak n§slednĨ lyzaļn² proces. 

PŚed rozb²jen²m bunŊk pomoc² ultrazvuku byly roztoky s bakteriemi rozmrazeny, pŚelity 

do sklenŊn® tlustostŊnn® k§dinky a bylo k nim pŚid§no 10 mg lysozymu (vĨsledn§ koncentrace 

byla pŚibliģnŊ 100 ɛg ml
ï1

). Tento enzym ġtŊp² peptidoglykany bakteri§ln² bunŊļn® stŊny. 

Inkubace probíhala za stálého míchání, po dobu 30 min, pŚi teplotŊ 4 °C. K bakteriím 

obsahuj²c²m proteiny Nth1 byla souļasnŊ s lysozymem pŚid§na rozpuġtŊn§ tableta inhibitoru 

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

 

Tabulka 5.13: Sloģen² lyzaļn²ho pufru a 10³ koncentrovaného PBS pufru. 

Lyzaļn² pufr        10× koncentrovaný PBS pufr 

Chemikálie 
Výsledná 

koncentrace 

 
Chemikálie 

Výsledná 

koncentrace 

10× PBS 1× PBS  KCl 27 mM 

NaCl 1 M  NaCl 1,4 M 

imidazol 2 mM  Na2HPO4 50 mM 

ɓ-merkaptoethanol 4 mM  KH2PO4 18 mM 
 

5.2.5 Sonikace bakterií 

Rozruġen² bunŊļnĨch obalŢ bakteri² bylo dokonļeno pomoc² tzv. sonikace, pŚi kter® byly 

bakteri§ln² buŔky vystaveny pŢsoben² ultrazvuku. Kr§tce pŚed sonikac² byl k bakteriím 

z²skanĨm ze tŚ² litrŢ LB m®dia pŚid§n 1 ml 0,1 M roztoku PMSF (vĨsledn§ koncentrace byla 

pŚibliģnŊ 1 mM), kterĨ inhibuje serinov® proteasy. N§slednŊ byla k§dinka s roztokem bakterií 

um²stŊna do n§doby s ledem a spolu s n² do skŚ²Ŕky sonik§toru. CelkovĨ ļas pŢsoben² 
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ultrazvuku na takto pŚipravenĨ roztok bakteri² byl pŚibliģnŊ 20 min pŚi vĨkonu 57 W. Bakterie 

obsahující exprimované proteiny Nth1 byly vystaveny ultrazvuku s pulzy trvajícími 3 s a 17 s 

pauzami. Bakterie obsahuj²c² stabilnŊjġ² proteiny Bmh1 byly sonikov§ny po dobu 10 s a 

prodlevy trvaly 20 s. Sonikaļn² proces trval do doby, neģ roztok z²skal naġedlou barvu a stal se 

m®nŊ visk·zn². 

Zbytky rozbitĨch bunŊk byly z roztoku obsahujícího homogenizovaný protein odstranŊny 

pomoc² centrifugace pŚi 13 500 ot./min a teplotŊ 4 ÁC po dobu 40 min. Výsledný supernatant 

obsahující rozpustný protein byl dále zpracováván niklovou chelataļn² chromatografií. 

5.2.6 Niklov§ chelataļn² chromatografie 

Vġechny zkouman® proteiny byly exprimov§ny jako fúzní proteiny obsahující na svém               

N-konci odġtŊpitelnou histidinovou kotvu (6Ĭ His). Tato kotva umoģnila vyuģit² niklov® 

chelataļn² chromatografie. PŚi t®to metodŊ byl ļiġtŊnĨ f¼zn² protein zachycen pomoc² 

koordinaļn² vazby s kationty Ni
2+

, které byly chelatované na náplni kolony. Zachycený protein 

byl n§slednŊ pŚeļiġtŊn a eluov§n gradientem imidazolu, kterĨ m§ schopnost f¼zn² protein 

z kolony vytŊsnit. 

NejdŚ²ve bylo nutn® naplnit kolonu pŚibliģnŊ 4 ml sepharosy uloģen® ve 20% (v/v) ethanolu 

(Chelating Sepharose
TM

 Fast Flow, GE Healthcare, USA). Pomocí peristaltické pumpy byl 

z kolony odstranŊn ethanol a za prŢtoku 5 ml min
ï1 

byla kolona promyta následujícími roztoky: 
 

¶ 15 ml destilovaná voda 

¶ 15 ml roztok Stripp (0,5 M NaCl a 0,1 M
 
EDTA) 

¶ 20 ml destilovaná voda 

¶ 50 ml 0,1 M NiSO4 

¶ 15 ml destilovaná voda 

¶ 20 ml pufr E (sloģen² viz tabulka 5.14, str. 53) 

 

Po promyt² kolony pufrem E byla hladina tohoto pufru zastavena tŊsnŊ nad koncem n§plnŊ 

kolony a kolona uzavŚena v²ļkem. Pomoc² Pasteurovy pipety bylo do kolony pŚend§no asi 

10 ml sonikátu obsahujícího purifikovaný protein a promícháno s náplní. Celý obsah kolony 

byl n§slednŊ pŚem²stŊn do k§dinky se sonik§tem a za stálého míchání inkubován po dobu 

30 min pŚi teplotŊ 4 ÁC. 

V následujícím kroku byl protein zachycený na náplni kolony promýván 400 ml 10% (v/v) 

roztoku pufru F v pufru E (sloģen² viz tabulka 5.14, str. 53). Promývání bylo prov§dŊno 

ve dvou 45ml plastových zkumavkách s v²ļkem pomoc² centrifugace pŚi 1600 ot./min a teplotŊ 

4 ÁC vģdy po dobu 1 min. V prvn²ch dvou centrifugac²ch byla oddŊlena n§plŔ kolony 
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s nav§zanĨmi proteiny od supernatantu, kterĨ obsahoval neļistoty rozpuġtŊn® v lyzaļn²m pufru.  

Supernatant byl opatrnŊ odlit do odpadu. Peleta byla vģdy znovu resuspendov§na pŚibliģnŊ 

30 ml 10% (v/v) pufru F. PŚi tomto procesu doġlo k oddŊlen² slabŊji, nespecificky navázaných 

bílkovin od cílového proteinu. Posledn²ch nŊkolik des²tek mililitrŢ 10% (v/v) pufru F bylo 

pouģito na pŚem²stŊn² n§plnŊ s nav§zanĨm f¼zn²m proteinem zpŊt do kolony. Po odļerp§n² 

pŚebytku 10% (v/v) pufru F byla peristaltick§ pumpa zastavena, tak aby hladina pufru konļila 

tŊsnŊ nad zaļ§tkem n§plnŊ kolony s nav§zanĨm proteinem. VĨvod kolony byl n§slednŊ uzavŚen 

v²ļkem.  

 Eluce pŚeļiġtŊn®ho proteinu byla provedena gravitaļnŊ pomoc² pufru F (sloģen² viz tabulka 

5.14). Jednotliv® frakce byly sb²r§ny do plastovĨch mikrozkumavek um²stŊnĨch v n§dobŊ 

s ledem. Z kaģd® frakce byl n§slednŊ odebr§n 15 ɛl vzorek pro vertikální elektroforézu 

v polyakrylamidov®m gelu v pŚ²tomnosti SDS (viz následující kapitola 5.2.7). Regenerace 

kolony byla provedena promytím 30 ml roztoku Stripp (0,5 M NaCl a 0,1 M EDTA), 20 ml 

destilovan® vody a 20 ml 20% (v/v) ethanolu a kolona byla uskladnŊna pŚi teplotŊ 4 ÁC. 

 

Tabulka 5.14: Sloģen² pufru E a pufru F pro niklovou chelataļn² chromatografii. 

Pufr E  Pufr F (pH = 8) 

Chemikálie 
Výsledná 

koncentrace 

 
Chemikálie 

Výsledná 

koncentrace 

10× PBS 1× PBS  10× PBS 1× PBS 

NaCl 0,5 M  NaCl 0,5 M 

imidazol 1 mM  imidazol 600 mM 

ɓ-merkaptoethanol 2 mM  ɓ-merkaptoethanol 2 mM 
 

5.2.7 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostŚed² SDS 

PŚ²tomnost a ļistota vyr§bŊnĨch proteinŢ byla ovŊŚov§na pomoc² vertik§ln² elektrofor®zy 

v 10% (v/v), 12% (v/v) nebo 15% (v/v) polyakrylamidovém gelu v pŚ²tomnosti denaturaļn²ho 

prostŚed² dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE). SDS zaruļuje, ģe proteiny separovan® na gelu 

maj² stejnĨ z§pornĨ n§boj a dŊl² se pouze na z§kladŊ velikosti svĨch molekul. Molekuly 

proteinŢ se pohybuj² smŊrem od katody k anodŊ. Rychlost vŊtġ²ch molekul je pŚi t®to 

elektromigraļn² metodŊ niģġ² neģ rychlost menġ²ch molekul. PŚed samotnou elektrofor®zou 

bylo nutn® nejdŚ²ve zpolymerovat polyakryamidov® gely. Separaļn² gel byl pŚipraven podle 

tabulky 5.15 (viz str. 54) a nalit mezi pŚedem pŚipraven§ utŊsnŊn§ skla. Vyrovn§n² hladiny gelu 

bylo provedeno pomocí isopropanolu, který byl nalit na jeġtŊ nezpolymerovanĨ gel. Po ztuhnut² 

separaļn²ho gelu byl isopropanol odstranŊn a m²sto nŊj byl nalit zav§dŊc² gel (sloģen² viz 
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tabulka 5.16). Do tohoto vrchn²ho gelu byl ihned vloģen hŚeb²nek, který v gelu vytvoŚil deset 

jamek. Po ztuhnut² zav§dŊc²ho gelu byla skla s gelem um²stŊna do speci§ln²ho drģ§ku a s ním 

do elektroforetické nádoby. 

Z jednotlivĨch frakc² z²skanĨch napŚ. niklovou chelataļn² chromatografi² byly odebr§ny 

15 ɛl vzorky a k nim pŚid§no 5 ɛl 5Ĭ koncentrovan®ho vzorkovac²ho pufru (sloģen² viz tabulka 

5.19, str. 55). Vzorky Bmh1 musely bĨt ŚedŊny destilovanou vodou, protoģe obsahovaly pŚ²liġ 

vysok® koncentrace proteinŢ. 20 ɛl vzorky byly pŚed nad§vkov§n²m do gelu vaŚeny 

v plastových mikrozkumavkách po dobu cca 3 min. Pro urļen² velikost² proteinŢ 

rozdŊlovanĨch na gelu byl pouģit proteinovĨ standard (Precision Plus Protein Dual Color 

Standard, Bio-Rad, USA). Elektrofor®za prob²hala v prostŚed² 1Ĭ koncentrovaným SDS pufru 

(sloģen² viz tabulka 5.17, str. 55). PŚed spuġtŊn²m metody byl vyjmut hŚeb²nek a do jamek bylo 

pomoc² automatick® pipety nad§vkov§no 10 ɛl standardu a po 20 ɛl jednotlivĨch vzorkŢ. Pot® 

byla elektroforetick§ n§doba uzavŚena v²kem a pŚipojena ke zdroji napŊt², kter® bylo prvních 

10 min 95 V, a pot® elektrofor®za prob²hala cca 1 h pŚi 195 V. Po vypnut² byla skla rozdŊlena a 

gel pŚend§n do jednolitrov® k§dinky. N§slednŊ byl gel obarven barv²c²m roztokem (sloģen² viz 

tabulka 5.20, str. 55) s modrým barvivem Coomassie Brilliant Blue R 250 po dobu cca 30 min 

a pro následnou vizualizaci proteinŢ odbarvov§n pŚes noc v odbarvovac²m roztoku (sloģen² viz 

tabulka 5.20, str. 55). 

 

Tabulka 5.15: Sloģen² 10% (v/v), 12% (v/v) a 15% (v/v) polyakrylamidov®ho separaļn²ho gelu 

pro SDS-PGE. 

 
10% 

separaļn² gel 
 

12% 

separaļn² gel 
 

15% 

separaļn² gel 

Chemikálie Mnoģstv²  Mnoģstv²  Mnoģstv² 

pufr pro separaļn² gel 2 ml  2 ml  2 ml 

akrylamid/bisakrylamid 2,5 ml  3 ml  3,75 ml 

10% peroxodisíran amonný 75 ɛl  75 ɛl  75 ɛl 

TEMED 8 ɛl  8 ɛl  8 ɛl 

destilovaná voda 3 ml  2,6 ml  1,75 ml 

 

Tabulka 5.16: Sloģen² 4% (v/v) polyakrylamidov®ho zav§dŊc²ho gelu. 

Chemikálie Mnoģstv² 

pufr pro zav§dŊc² gel 1 ml 

akrylamid/bis-akrylamid 0,5 ml 

10% (w/v) peroxodisíran amonný 75 ɛl 

TEMED 8 ɛl 

destilovaná voda 2,25 ml 
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Tabulka 5.17: Sloģen² akrylamidu/bisakrylamidu a 10Ĭ koncentrovan®ho pufru pro SDS-

PAGE. 

Akrylamid/bisakrylamid  10× koncentrovaný pufr pro SDS-PAGE 

Chemikálie Mnoģstv²  Chemikálie Mnoģstv² 

akrylamid 29,2 g  Tris 30 g 

bis-akrylamid 0,8 g  glycin 144 g 

ï ï  SDS 10 g 

destilovaná voda doplnŊn² do 100 ml  destilovaná voda doplnŊn² do 1 l 

 

Tabulka 5.18: Sloģen² 100 ml pufru pro zav§dŊc² polyakrylamidovĨ gel a pro separaļn² 

polyakrylamidový gel. 

Pufr pro separaļn² gel  Pufr pro zav§dŊc² gel 

Chemikálie Mnoģstv²  Chemikálie Mnoģstv² 

2 M Tris-HCl (pH = 8,8) 75 ml  1 M Tris-HCl (pH = 6,8) 50 ml 

10% (w/v) SDS 4 ml  10% (w/v) SDS 4 ml 

destilovaná voda 21 ml  destilovaná voda 46 ml 

 

Tabulka 5.19: Sloģen² 5Ĭ koncentrovan®ho pufru pro pŚ²pravu vzorkŢ pro SDS-PAGE. 

Chemikálie Mnoģstv² 

1 M Tris-HCl (pH = 6,8) 600 ɛl 

50% (w/v) glycerol 5 ml 

10% (w/v) SDS 2 ml 

ɓ-merkaptoethanol 500 ɛl 

1% (w/v) bromfenolov§ modŚ 1 ml 

destilovaná voda 900 ɛl 

 

Tabulka 5.20: Sloģen² 1 l barv²c²ho a odbarvovac²ho roztoku na gely z SDS-PAGE. 

 Barvící roztok  Odbarvovací roztok 

Chemikálie Mnoģstv²  Mnoģstv² 

Coomassie Brilliant Blue R250 1 g  ï 

methanol 450 ml  100 ml 

kyselina octová 100 ml  100 ml 

destilovaná voda 450 ml  800 ml 
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5.2.8 Dialýza 

DialĨza je proces, pŚi kter®m doch§z² k pŚechodu chemickĨch l§tek pŚes semipermeabilní 

membr§nu z prostŚed² s vyġġ² koncentrac² tŊchto l§tek do prostŚed² s koncentrac² niģġ². 

Rozhoduj²c² je velikost p·rŢ dialyzaļn² membr§ny, kter§ nesm² umoģnit prŢchod 

dialyzovaných bílkovin do dialyzaļn²ho roztoku. 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ z²skanĨch SDS-PAGE byly frakce obsahuj²c² nejvŊtġ² pod²l 

poģadovan®ho proteinu slouļeny a byla jimi naplnŊna polopropustn§ dialyzaļn² membr§na 

z regenerované celulózy (Spectra/Por 4, MWCO 12 ï 14 kDa, Spectrum Laboratories, USA), 

nepropustn§ pro ļ§stice vŊtġ² nŊģ 14 kDa. Membr§na byla vloģena do jednoho 

litru vychlazen®ho dialyzaļn²ho pufru (sloģen² viz tabulka 5.21). Dialýza probíhala za stálého 

m²ch§n² pŚi teplotŊ 4 ÁC buŅ pŚes noc, nebo pouze 5 h a pot® byla dialyzaļní membrána 

s proteinem pŚend§na do pufru E pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii (sloģen² viz tabulka 

5.22), ve které dialýza probíhala do druhého dne. 

 

Tabulka 5.21: Sloģen² pufrŢ pro dialĨzu bezprostŚednŊ n§sleduj²c² po niklov® chelataļn² 

chromatografii. 

N§zvy f¼zn²ch proteinŢ Sloģen² dialyzaļn²ho pufru 

Nth1 WT a mutantní formy 
20 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 5 mM EDTA, 

2 mM ɓ-merkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol 

Nth1 100-751 a 153-751 

20 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 150 mM NaCl, 

5 mM EDTA, 2 mM ɓ-merkaptoethanol, 

10% (w/v) glycerol 

Bmh1 WT a ȹC M237Stop 
20 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 5 mM EDTA, 

2 mM ɓ-merkaptoethanol, 10% (w/v) glycerol 

 

Tabulka 5.22: Sloģen² pufrŢ E pro dialĨzu Nth1 WT a jeho mutantn²ch forem pŚed kationtovŊ 

vĨmŊnnou chromatografi² a pro dialĨzu Bmh1 WT a ȹC M237Stop pŚed aniontovŊ vĨmŊnnou 

chromatografií. 

N§zvy f¼zn²ch proteinŢ Sloģen² pufru E pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii 

Nth1 WT a mutantní formy 
50 mM kyselina citronová (pH = 6,0), 1 mM EDTA, 

2 mM DTT, 10% (w/v) glycerol 

Bmh1 WT a ȹC M237Stop 
50 mM Tris-HCl (pH = 8,0), 1 mM EDTA, 

2 mM DTT, 10% (w/v) glycerol 
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5.2.9 Thrombinov® ġtŊpen² 

Pro pŚ²pravu proteinov®ho komplexu pNth1 WT:Bmh1 ȹC M237Stop a jeho následnou 

krystalizaci, bylo nutné z obou proteinŢ nejdŚ²ve odstranit jejich N-koncov® ļ§sti obsahuj²c² mj. 

histidinovou kotvu.  

Pro odġtŊpen² N-koncov® ļ§sti f¼zn²ho proteinu Bmh1 ȹC M237Stop byl pouģit thrombin 

získaný z lidského séra (Sigma-Aldrich, USA). LyofilizovanĨ thrombin se nejdŚ²ve rozpustil 

v 1 ml sterilní destilované vody. Vznikl tak roztok obsahující 1 U enzymu v 1 ɛl. Pro odġtŊpen² 

N-termin§ln² ļ§sti proteinu Bmh1 ȹC M237Stop bylo pŚid§no 5 U thrombinu na 1 mg tohoto 

proteinu. ĠtŊpen² prob²halo v dialĨze pŚes noc pŚi teplotŊ 4 °C v pŚ²tomnosti stejn®ho 

dialyzaļn²ho pufru, jakĨ je uveden v tabulce 5.21 (viz str. 56), ale kterĨ obsahoval niģġ² 1 mM 

koncentraci EDTA. ĐspŊġnost ġtŊpen² byla ovŊŚena porovn§n²m pŢvodn²ho vzorku 

obsahujícím N-koncovou ļ§st s naġtŊpenĨm vzorkem pomoc² 15% SDS-PAGE. Thrombin byl 

ze vzorkŢ odstranŊn promyt²m pŚes benzamidinovou kolonku (Benzamidine Sepharose 4 Fast 

Flow (High Sub), GE Healthcare, Ġv®dsko), kter§ byla nejdŚ²ve promyta pŚ²sluġnĨm 

dialyzaļn²m pufrem. 

5.2.10 ĠtŊpen² TEV proteasou a jej² pŚ²prava 

Z dŢvodu vysok® ceny thrombinu byly konstrukty Nth1 WT, Nth1 100ī751 a 

Nth1 153ī751 zaklonovány do plasmidu pRSFDuet-1, kterĨ umoģŔuje odġtŊpen² N-koncové 

ļ§sti proteinu pomoc² TEV proteasy. Tento enzym jsme schopni v naġ² laboratoŚi snadno 

vyr§bŊt ve vysok® ļistotŊ a velk®m mnoģstv² podle zaveden®ho protokolu. 

K expresi TEV proteasy byl vyuģit z§sobn² glycerolovĨ roztok bunŊk BL21(DE3)RIL 

(Agilent Technologies, USA) obsahujících zaklonovaný gen pro tento enzym.  Pro zaoļkov§n² 

5 ml tekut®ho LB m®dia bylo pouģito 5 ɛl tohoto roztoku, ampicilin o výsledné koncentraci 

100 ɛg ml
ï1

 a chloramfenikol o vĨsledn® koncentraci 34 ɛg ml
ï1

. Kultivace probíhala pŚes noc 

pŚi teplotŊ 37 ÁC a 180 ot./min. DruhĨ den byla narostl§ bakteri§ln² kultura pŚelita do sklenŊn® 

b§nŊ obsahuj²c² 1 l LB média s pŚ²sluġnĨmi antibiotiky. Kultivace, indukce exprese, exprese, 

centrifugace a resuspendace bunŊk prob²hala stejnŊ, jako bylo pops§no v kapitolách 5.2.3 a 

5.2.4 (viz str. 50 a 51).  

Resuspendované bakterie byly zmrazeny v lyzaļn²m pufru (1Ĭ PBS, 1M NaCl, 4 mM ɓ-

merkaptoethanol, 2 mM imidazol) pŚi teplotŊ ï 80 ÁC. N§slednŊ byly bakterie rozmrazeny a 

inkubovány s 10 mg lysozymu za st§l®ho m²ch§n² pŚi teplotŊ 4 °C po dobu 30 min. 

PŚi navazuj²c² sonikaci pŢsobil ultrazvuk po dobu 15 s, pak byl vģdy na 45 s vypnut a celý 

proces se nŊkolikr§t opakoval. Celkov§ doba pŢsoben² ultrazvuku byla 15 min. Zbytky 
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rozbitĨch bunŊk byly z roztoku obsahuj²c²ho TEV proteasu odstranŊny pomoc² centrifugace 

pŚi 13 500 ot./min a teplotŊ 4 ÁC po dobu 40 min. Pot® n§sledovala niklov§ chelataļn² 

chromatografie, která byla provedena stejnŊ jako v kapitole 5.2.6 (viz str. 52). Ļistota 

eluovanĨch frakc² byla ovŊŚena pomoc² 15% SDS-PAGE (viz obr§zek 5.3). Frakce 2 aģ 9 byly 

slouļeny a um²stŊny do polopropustn® dialyzaļn² membr§ny z regenerovan® celul·zy 

(Spectra/Por 4, MWCO 12 ï 14 kDa, Spectrum Laboratories, USA) a dialyzovány proti pufru 

obsahujícímu 50 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 1 mM EDTA, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol 

pŚi teplotŊ 4 ÁC pŚes noc. 

 

Obrázek 5.3: 15% (v/v) polyakrylamidový gel z SDS-PAGE obsahující proteinový standard 

molekulovĨch vah (St) a vzorky frakc² obsahuj²c²ch TEV proteasu (2 aģ 9) eluovanĨch 

pŚi niklov® chelataļn² chromatografii. 

 

Po dialýze byl roztok TEV proteasy vyndán z dialyzaļn² membr§ny a pŚefiltrov§n pŚes filtr 

SPARTAN 13/0,45 RC (Whatman
TM

, GE Healthcare, NŊmecko). N§slednŊ byla zmŊŚena 

proteinov§ koncentrace proti dialyzaļn²mu pufru (postup viz kapitola 5.2.14 str. 61). TEV 

proteasa byla vĨslednŊ naŚedŊna tak, aby jej² z§sobn² roztok vykazoval absorbanci pŚi 280 nm 

rovnou pŚibliģnŊ jedna.  Takto naŚedŊnĨ roztok obsahoval TEV proteasu o koncentraci cca 

0,8 mg ml
ï1
. Podle aktivit komerļnŊ vyr§bŊnĨch TEV proteas 1 U by mŊla odpov²dat 0,1 ɛg. 

Z toho plyne, ģe 1 ɛl takto pŚipraven®ho z§sobn²ho roztoku TEV proteasy obsahoval pŚibliģnŊ 

8 U. Zásobní roztoky TEV proteasy byly skladovány v 1,5 ml mikrozkumavk§ch pŚi teplotŊ               

ï 80 °C. 

ĠtŊpen² proteinŢ Nth1 (WT z plasmidu pRSF-Duet-1, 153ī751 a 100ī751) bylo prov§dŊno 

souļasnŊ s dialĨzou n§sleduj²c² bezprostŚednŊ po niklov® chelataļn² chromatografii (viz 

kapitola 5.2.8, str. 56). Na jeden mg  proteinu Nth1 bylo do dialyzaļn² membr§ny pŚid§no cca 

250 U TEV proteasy. ĠtŊpen² prob²halo pŚes noc pŚi teplotŊ 4 ÁC. 

 

 




























































































































































































