Abstrakt

Mitochondrialni procesujici peptidasa (MPP) je heterodimerni enzym patiici do M16B
skupiny metaloendopeptidas. Univerzalni funkce tohoto enzymu je v rozeznani a odstépeni
velké Skaly sekvencné i1 délkou odlisSnych presekvenci prekurzori proteini urenych do
mitochondrie. MPP se sklada z katalytické B-MPP a pravdépodobné rozpoznavaci a-MPP.
Nejkonzervovangj$i oblasti v a-MPP je tzv. glycinovd smycka (GRL — glycine-rich loop),
jejiz predpokladand funkce je v primarni interakci s presekvenci prekurzoru proteinu.
Fluorescen¢nimi experimenty je mozné sledovat zménu konformace GRL po navazani
substratu.

V ramci této diplomové prace byly pomoci metody cilené mutageneze vytvotreny
konstrukty kodujici a-MPP s jedinym reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 289
nebo 299. Tyto formy o-MPP byly nadprodukovdny v buinkich E. coli
BL21(DE3)+pGroESL. Aktivity dimeru MPP obsahujictho a-MPP s jedinym tryptofanovym
zbytkem v reportérové pozici byly porovnany s MPP zdivokého kmene S. cerevisiae.
Pouzitym substratem byl prekurzor kvasinkové maladtdehydrogenasy s fizovanou presekvenci
(pMDH) ze tii organismil (kvasinky, mys$i, a melounu) liSici se svou délkou. Aktivity dimeru
obsahujiciho a-MPP s reportérovym tryptofanovym zbytkem v pozici 289 se pohybovaly
okolo 70 %, zatimco aktivity dimeru obsahujiciho a-MPP s reportérovym tryptofanovym
zbytkem v pozici 299 byly okolo 90 %.

Sledovani dynamiky reportérového tryptofanového zbytku v GRL v pozici 289 nebo
299 bylo provedeno pouzitim casové rozliSené fluorescencni spektroskopie. Z vysledkt
méteni vyplyva, ze se kvasinkovy pMDH vaZze na a-MPP a vazbou substratu dojde ke snizeni
pohyblivosti velmi flexibilni glycinové smycky. Vysledky prokazaly podobnou miru

konformaéni zmény v okoli obou reportérovych pozic.





