Abstrakt

Enzym neutrdlni trehalasa (Nthl, EC 3.2.1.28), pochazejici z kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae,
pomaha témto organismim piezit v nepfiznivych zivotnich podminkach. Nthl hydrolyticky $tépi zasobni a
ochranny disacharid trehalosu za vzniku dvou molekul glukosy. Aktivita enzymu Nthl je regulovana
prostiednictvim fosforylace cAMP-dependentni proteinkinasou (PKA), naslednou vazbou kvasni¢ného proteinu
14-3-3 (Bmh1) a pomoci kationtii Ca*, které se vazi na Ca-vazebnou doménu. Tato doména se nachéazi na N-konci
Nthl a obsahuje tzv. EF-hand motiv (D™ TDKNYQITIED'®), ktery je konzervovany mezi velkym mnoZstvim
Ca-vazebnych proteind.

Hlavnim cilem tohoto projektu bylo objasnéni molekularni a strukturni podstaty mechanismu regulace aktivity
Nthl prostfednictvim vazby kationtii Ca*" a proteinu Bmhl. Daliimi cili bylo vyfeeni struktury samotné Nthl a
jejho komplexu s Bmhl. Pro vyzkum ulohy kationtd Ca?" v regulaci aktivity Nthl bylo pripraveno dvanact
mutantnich forem Nthl s cilenymi bodovymi mutacemi v oblasti tzv. EF-hand motivu a jeho blizkém okoli a
nasledné byla stanovena jejich aktivita v zavislosti na pfitomnosti Bmhl a/nebo kationtt Ca?*. Tvorba stabilnich
komplexii fosforylované pNthl (véetné mutantnich forem) s proteinem Bmhl byla potvrzena pomoci nativni
polyakrylamidové gelové elektroforézy a analytické ultracentrifugace. VIiv mutaci na strukturu a vlastnosti Nth1 byl
oveéfen CD spektroskopii a diferencni skenovaci fluorimetrii. Pro objasnéni struktury proteintt Bmhl, Nthl a jejich
spole¢ného komplexu byla pouzita vodik/deuteriova (H/D) vyména a chemické zesiténi spojené s hmotnostni
spektrometrii a malothlovy rozptyl rentgenového zafeni (SAXS). Soubézné s témito metodami byly provadény
prvni krystalografické experimenty jak samotné Nth1, tak jejiho komplexu s proteinem Bmh1.

Vysledky téchto studii ukazaly, Ze vazba proteinu Bmhl indukuje podstatné zmény struktury v nékolika
oblastech pNthl zahrnujici N-koncovou ¢ast, kde se vaze protein Bmhl, ale také oblast Ca-vazebné a katalytické
trehalasové domény pNthl. Zmény konformace katalytické domény pNthl patrné umoznuji jeji lepsi pfistupnost
pro substrat a tak aktivaci tohoto enzymu. VVazebné rozhrani proteinu Bmhl nezahrnuje jen ligand-vazebny Zlabek,
do kterého se vaze fosforylovand N-koncova Cast pNthl, ale také oblasti vné centralniho kanalu dimeru tohoto
proteinu. Struktura s nizkym rozliSenim odhalila, ze oblast Nthl obsahujici EF-hand motiv tvofi samostatnou
Ca-vazebnou doménu, kterd interaguje jak s proteinem 14-3-3, tak s katalytickou trehalasovou doménou Nthl.
Integrita EF-hand motivu je kli¢ova pro aktivaci Nthl prostfednictvim proteinu Bmhl i pro vazbu kationtéi Ca®*.
Aktivace pNth1 prostfednictvim proteinii Bmh1 spole¢né s kationty Ca?* je vice u¢inna neZ aktivace v nepfitomnosti
téchto kationtd. Pfedpokladame, Ze kationty Ca®* cely proces aktivace pNthl usnadiuji, i kdyZ pro tento proces
nejsou bezpodmineéné nutné. Ze ziskanych dat navic vyplyva, Zze Ca-vazebna doména obsahujici EF-hand motiv
funguje jako jakysi prostiednik, skrze kterého Bmh1 moduluje funkci katalytické domény Nth1.

Nase studie komplexu kvasni¢ného proteinu 14-3-3 s pIn€ aktivnim enzymem pNthl poskytuje jedinecny
strukturni pohled na kli¢ovy regulaéni mechanismus tohoto enzymu. Navic je také prvni detailngj$i strukturni studii
neutrdlni trehalasy pochdzejici z eukaryotického organismu. Ziskané vysledky mohou piispét nejen k lepSimu
porozuméni metabolismu trehalosy v kvasinkach rodu Saccharomyces cerevisiae, ale také ulohy proteini 14-3-3

v regulaci funkce jinych proteint.



