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1. Uvod

Hlavnim tématem této prace bylo objasnéni aktivace enzymu neutralni trehalasy 1
(dale Nth1) kvasniénymi isoformami proteint 14-3-3, Bmhl a Bmh2. Enzym Nthl patii do
ttidy hydrolas (EC3), podtfidy glykosidas a v kvasinkach slouzi ke Stépeni disacharidu
trehalosy na dvé molekuly glukosy. Trehalosa je stresovy metabolit a slouzi také jako

zasobarna uhliku, takze Nth1 hraje mimo jiné roli ve vypofadani se s bunéénym stresem.

Proteiny 14-3-3 jsou vyznamné regulaéni proteiny, které se ucastni celé fady
bunécnych déji, jako je kontrola bunééného cyklu, bunéény metabolismus, transkripce ¢i
apoptosa. Maji velké mnozstvi vazebnych partnert, mezi které patii i enzymy. Pro aktivaci
Nthl je nezbytna fosforylace nékolika mist vramci N-terminalniho segmentu
prostiednictvim PKA a nasledna aktivace pomoci Bmhl a Bmh2. Prave¢ tato interakce byla

predmétem naseho vyzkumu.

Metody mutagenese, analytické ultracentrifugace a méfeni enzymové kinetiky byly
pouzity k urceni konkrétnich fosforylacnich mist, zodpovédnych za interakci mezi Nthl a
proteiny Bmh. Limitovana proteolyza a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie pak byly

pouzity k uptesnéni, ktera konkrétni ¢ast Nthl se vazby i€astni.

Biofyzikalni metody CD spektroskopie, vodiko-deuteriovd (H/D) vyména a
chemické zesitovani spojené s hmotnostni spektrometrii byly pouZzity na objasnéni
strukturniho pozadi a konformaénich zmén proteinti pii vytvoreni komplexu. Na zaklade
naméfenych dat byly vytvofeny homologni modely proteint s vyznaenymi strukturnimi

zménami, ke kterym pfi interakci Nth1:Bmh dochazi.



2.  Literarni prehled

2.1. Trehalosa

Trehalosa  (a-D-glukopyranosyl(1-1)-a-D-glukopyranosid)  je  neredukujici
disacharid tvofeny dvéma molekulami glukosy (viz obr. 2.1), ktery byl poprvé objeven
v namelu zita, v roce 1832 Wiggersem (Wiggers, H.A.L., 1832). Francouzsky chemik
Berthelot nalezl tento sacharid v trehale (poustni mana z Malé Asie, produkovana brouky
z Celedi nosatcovitych Larinus nidificans) a pojmenoval ho trehalosa (Berthelot, M., 1858).
V kvasni¢nych bunkach byla ptitomnost trehalosy poprvé prokazana Kochem a Kochem
(Koch, E.M., Koch, F.C., 1925) a Tarnetem (Tanret, M.G., 1932). Trehalosa je v piirodé
roz§ifena ve velkém mnozstvi organism, jako jsou napiiklad bakterie, houby, kvasinky,
hmyz a dalsi bezobratli (Elbein, A.D., 1974). Konkrétni funkce trehalosy v téchto
organismech stale neni jasna. Pfedpoklada se, Ze slouzi jako dilezity zasobni zdroj uhliku
u bakterii a hub, zatimco u kvasinek Saccharomyces cerevisiae ma pravdépodobné také
funkci stresového metabolitu, protoze koncentrace trehalosy vzrusta v piipadé vystaveni
organismu enviromentalnimu nebo fyziologickému stresu (napfiklad tepelnému)

(Wiemken, A., 1990) (Van Laere, A., 1989).

—OH
——o0

OH —OH

HO O O—\HO

HO  on N

OH

Obr. 2.1: a,a-Trehalosa - 1-a-D-glucopyranosyl a-D-glucopyranosid.



2.1.1. Trehalosa a jeji funkce v kvasinkach a dalSich

organismech

Saccharomyces cerevisiae jsou schopny syntetizovat a degradovat trehalosu
Vv zéavislosti na podminkéch v okolnim prostfedi a stadiu zivotniho cyklu. Buiika v suchém
stavu muze obsahovat mén¢ nez 1 % az vice nez 23 % trehalosy (Lillie, S.H. , Pringle,
J.R., 1980) (Kiienzi, M.T., Fiechter, A., 1969) (Kiienzi, M.T., Fiechter, A., 1972). Tato
variabilita v mnozstvi a akumulaci naznacuje, ze trehalosa hraje dilezitou roli v Zivotnim
s fyziologickou aktivitou a stupném vyvoje bunék a také, Ze tento disacharid plni funkci
zasobarny uhliku a energie v obdobi hladovéni (Chester, V.E., 1963) (Panek, A., 1962).
Obsah trehalosy v bunkach ovliviiuje také obdobi respiracni adaptace (Panek, A.D.,
Matton, J.R., 1977), kli¢eni (Kane, S.M., Roth, R., 1974), pfechod do vegetativniho ze
stacionarniho stavu (Panek, A., 1963) a piechazeni mitotického bunééného cyklu z diivodu
nutri¢nich nedostatku (Kiienzi, M.T., Fiechter, A., 1972). Akumulace trehalosy je tedy
obecnou reakci kvasinek na obdobi nedostatku, tedy chybi-li glukosa, dusik, sira, fosfor
apod. (Lillie, S.H. , Pringle, J.R., 1980), podobnég, jako glykogen. Jak glykogen, tak
trehalosa, jsou diky riznym zptusobim akumulace a nasledného vyuziti dalezité pro

ekonomii bunky.
2.1.1.1 Akumulace trehalosy v buirikach

Kvasni¢né buniky, které rostou na médiu bohatém na zdroje uhliku, tzn. na glukose,
fruktose a galaktose, maji velice nizkou koncentraci trehalosy. Kdyz tyto bunky vycerpaji
zdroj uhliku a postoupi do respira¢ni faze ristu, akumulace trehalosy za¢ne vzrastat, dokud
nedosahne stacionarni faze (kdy ziviny dosahnou limitni koncentrace) (Kienle, I., et al.,
1993). Nejvetsi narist koncentrace trehalosy nastava po spotfebovani veskeré glukosy. To
muze byt zptisobeno inhibici enzymu trehalosa-6-fosfat synthasy glukosou, ktery se za¢ne
syntetizovat po spottebovani glukosy a je pravdépodobné odpoveédny za narist koncentrace
trehalosy po skonceni exponencidlniho rastu bunék a jejich pfechodu do klidové faze

(Francois, J., et al., 1991).

Oproti tomu bunky, které rostou na médiich chudych na uhlik (glycerol, ethanol),

vykazuji vysoké hodnoty koncentrace trehalosy v obdobi exponencielniho i stacionarniho



ristu bunék (Van Dijck, P., et al., 1995) (Elliott, B., Futcher, B., 1993). Nutri¢ni stres tedy

podporuje akumulaci trehalosy v bunkéach.
2.1.1.2 Funkce trehalosy

Jak jiz bylo feCeno dfive, trehalosa slouzi buitkam jako zdroj energie a uhliku.
Obsah trehalosy v bunkach se 1i§i v zavislosti na stadiu vyvoje, dostupnosti zivin a
podminkach okolniho prostiedi. Hmyzu slouzi trehalosa jako hlavni zdroj cukrt
Vv hemolymf€ a thoraxovych svalech a spotfebovava se v pribéhu letu (Becker, A., et al.,
1996). Dilezitou roli hraje trehalosa také v houbach, kde je jeji hydrolyza hlavnim zdrojem
energie v prubéhu kliceni (Thevelein, J.M., 1984).

Ochrana pred dehydrataci:

Ptestoze je voda pro zivot nezbytnd, nékteré organismy jsou schopny piezit témér
kompletni dehydrataci (naptiklad rostliny, kvasinky, spory hub, nematoda, rotifery ad.)
Nékteré organismy mohou v tomto stavu, nazyvaném anhydrobiosa, pfezivat az desitky let.
Anhydrobiosa je stav, zptisobeny nedostatkem vody, kdy se butika po vysuseni dostane do
vegetativniho stavu, ve kterém muize ptrezivat desitky let, kdy nedochazi k piijmu potravy,
rozmnozovani a opravam. Bumika se vrati zpét do ptivodniho stavu po dodéni vody.
Trehalosa stabilizuje bunénou membranu a pomaha chranit bunky pied vysuSenim
(Crowe, J.H., et al., 1984). Timto zpisobem byly ususeny a skladovany na trehalose
restrikéni enzymy, které dokonce ani po vystaveni vysoké teploté neztratily po rehydrataci
svou aktivitu. Trehalosa se také pouziva k uchovéavani susenych potravin nebo protilatek
na ur¢ovani krevnich skupin (Colaco, C., et al., 1992) (Blakeley, D., et al., 1990)
(Hottiger, T., et al., 1994). Piesny molekularni mechanismus puasobeni trehalosy pii

anhydrobiose neni stale pln¢ objasnén.

Anhydrobiotické organismy obecné obsahuji velké mnozZstvi trehalosy, nékdy az 20
% suSiny a schopnost jejich pfeziti je zavisla na schopnosti syntézy trehalosy. Jedna se
pravdépodobné o velice davnou adaptaci, nebot i u Archaebacterie byla objevena
schopnost akumulovat trehalosu jako odpovéd na stres (Nicolaus, B., et al., 1988).
Schopnost kvasinek ptezit dehydrataci je nezéavisla na fazi rGstu, pouze na mnozstvi

trehalosy v bunkach (Hottiger, T., et al., 1987).



Ochrana bunécné membrany:

Dehydratace poskozuje lipidové dvojvrstvy membran. Trehalosa a dalsi cukry
inhibuji vysychani a fazi vacku pii procesu vysychani a dale trehalosa snizuje teplotu
fazového prechodu lipidt, kdy lipidy za nepfitomnosti vody udrzuje v tekuté krystalické
formé. Tento ochranny efekt trehalosy je prisuzovan jeji struktufe a stereochemii, které
zpusobuji, Ze trehalosa dobfe interaguje s polarnimi hlavi¢kami fosfolipidt (Crowe, J.H.,

etal., 1992).

Ochrana proteinii:

Trehalosa také ochraiiuje proteiny pii procesu suseni, disacharidy obecné jsou
schopny stabilizovat oligomerni struktury proteint pied disociaci. Trehalosa, stejné jako
Vv piipadé membran, pravdépodobné interaguje piimo s proteiny vytvafenim vodikovych
mustkil mezi hydroxylovymi a polarnimi zbytky, coZ zplsobi stabilizaci diky tomu, ze je

trehalosa neredukujici disacharid. (Carpenter, J.F., Crowe, J.H., 1989).

Ochrana rostlin:

U né&kolika rostlinnych i Zivo€isnych druhil byla pfi suSeni také objevena zvySena
koncentrace intracelularni trehalosy. Byl vypéstovan 1 transgenni tabdk, do kterého byl
vpraven gen otsA a otsB z E. coli na trehalosovou syntézu, coz mélo efekt na morfologii
rostliny a jeji rist v extrémné suchych podminkach, kde mély transgenni rostliny vyrazné
zlepSeny rist. To samé se ukdzalo i u lidskych fibroblastli, které jsou na sucho velmi

citlivé, a po pfidani genti otsA a otsB vydrzely bez vody pét dni (Guo, N., et al., 2000).
Ochrana pred stresem:

Trehalosa funguje Vv kvasni¢nych bunkach jako stresovy metabolit, coz bylo
zjisténo in vitro a na zaklad¢ zavislosti obsahu trehalosy a stresové odpovédi i in vivo (Van
Laere, A., 1989) (Wiemken, A., 1990). Vystaveni bun€k rostoucich na glukosovém médiu
tepelnému stresu (39 °C) na 60 minut vyvola rapidni nartist koncentrace trehalosy z 0,1
mM az na 12 mM (Kienle, I., et al., 1993), podobny trend se prokazali i dalsi autofi pii
vystaveni jinym teplotam (37-45 °C) v rtiznych ¢asech (Nwaka, S., et al., 1994) (Hottiger,
T., et al., 1987) (Attfield, P.V., 1987) (Winkler, K., et al., 1991). Na druhou stranu se také

prokdzalo, Ze teplotn¢ zavisly vzriist koncentrace trehalosy je reverzibilni, takze pokud se



teplota snizi opét na 30 °C dojde do jedné hodiny K poklesu koncentrace trehalosy zpatky

K velmi nizkym hodnotam.

V pribéhu tepelného Soku se zafnou syntetizovat podjednotky trehalosa-6-P
synthasového komplexu. Trehalosa také redukuje teplem indukovanou tvorbu
proteinovych agregati, v ¢emz je G¢inngjsi nez jiné slouceniny (De Virgilio, C., et al.,
1993). Mnoho studii na toto téma ukazalo, ze trehalosa hraje podstatnou roli
V termotoleranci a Zze enzymy, syntetizujici trehalosu, jsou indukovéany plsobenim
tepelného stresu. Mimo jiné pii vytvoieni mutanti, neobsahujicich geny TPS a TPP, nutné
pro trehalosovy metabolismus, nebyly tyto mutanty schopny akumulovat trehalosu ani pfi

mirném tepelném Soku.

Trehalosa plni funkci protektantu pti 37-45 °C, kdy pomaha buikdm docasné
piekonat stresovy stav, dokud se nenasyntetizuji ,,heat shock® proteiny (Winkler, K., et al.,
1991). ,,Heat shock® proteiny a dalsi faktory poté pomohou bufice piekonat nebezpecny
stav, pokud je vystavena kritické teploté¢ 50 °C. Kromé stresu vyvolaného zménou teploty
reaguji builky zvySenim koncentrace trehalosy i1 na stres zpisobeny dehydrataci, tlakem,
chemikaliemi a dalsimi (Hottiger, T., et al., 1987) (Attfield, P.V., 1987) (Fujita, K., et al.,
1995), coz vedlo k nazoru, ze hlavni funkci trehalosy neni uchovavani uhliku, ale stresovy
protektant pred nejriznéj$imi vnéjsimi podminkami (Van Laere, A., 1989) (Wiemken, A.,
1990).

Ochrana pred poskozenim kyslikovymi radikaly:

V piipadé zvysSeni koncentrace trehalosy pii tepelném ¢i jiném Soku zpusobi také
zvySeni resistence vic¢i volnym radikalim. Pokud se ovSem buiky vrati zpét do stavu za
normalni teploty, obsah trehalosy a tedy i tato resistence se rapidné sniZi. Vysoky obsah
trehalosy v buiikdch zabranuje radikalim v poSkozovani aminokyselin v intracelularnich
proteinech, v ptipadé trehalosa-defektniho mutantu bylo poskozeno mnohem vice proteint
po kratkém vystaveni radikdlovému stresu nez u wild typu. Trehalosa tedy slouzi jako
,vychytava¢“ kyslikovych radikalt, a to 1épe nez dalsi sacharidy jako naptiklad mannitol
nebo sacharosa (Elbein, A.D., et al., 2003).

Ochrana pred chladem:

Trehalosa se také podili na ochrané bun¢k pted chladem. Protoze mnoho proteini

denaturuje a precipituje v chladném prostiedi, kde jsou hydrofobni sily relativné slabé,



intracelularni trehalosa pravdépodobné ochranuje tyto proteiny podobné, jako v piipade
tepelného stresu. Exogenni trehalosa pak ochraiiuje mnoho organismii pied umrznutim,

obzvlast’ pokud se vyskytuje na obou stranach bunééné membrany (Elbein, A.D., et al.,
2003).

Trehalosa jako regulator rustu:

Tabakové rostliny, do kterych byly transformovany geny pro syntézu trehalosy maji
sice zvySenou odolnost proti vysuseni, ale exprese téchto mikrobiologickych gent
zpusobuje také nékteré rustové poruchy, jako je nanismus nebo posSkozeni vyvoje
kotfenového systému. To vedlo K teorii, Ze trehalosa a jeji metabolismus funguji také jako
regulatory ristu a vyvoje rostlin. Defekty ristu byly pozorovany i u ryze
s transformovanymi geny, piestoze tato rostlina neakumuluje velké mnozstvi trehalosy.
Duvod stale jesté neni zcela jasny, ale mize to byt zpusobeno toxicitou trehalosy pro
rostliny (i v minimalnim mnozstvi), nebo muze metabolismus trehalosy pusobit jako

matouci signal pro asimilaci cukrt (Vogel, G., et al., 1998).

Soucdast bunécné membrany bakterii.

Trehalosa se vyskytuje vbunécné membrané mnoha bakterii jako soucast
glykolipidu (Lederer, E., 1976), napiiklad v M. tuberculosis je ptitomna jako trehalosa-
dimykolat, ale vytvaii i mnoho dalSich glykolipidd.

2.1.2 Syntéza trehalosy v bakteriich a houbach

Nejrozsifengjsim zplusobem syntézy trehalosy je TPS/TPP draha v kvasinkach.
V nekterych bakteriich se vSak vyskytuji 1 dalS$i zplsoby syntézy trehalosy. Jedna se
napiiklad o trehalosa-synthasu z Pimelobacter sp., ktera syntetizuje intramolekularni
pfeménu maltosy z a, a-1,4-glykosidické vazby tohoto disacharidu na trehalosu (o, a-1,1-
glykosidickou vazbu). Dalsi alternativni zplisob syntézy trehalosy v nékterych bakteriich
zahrnuje konverzi malto-oligosacharidii nebo $krobu na trehalosu. Maltooligosyltrehalosa
synthasa (TreY) katalyzuje pfeménu maltodextrinu na maltooligosyltrehalosu, ktera je poté
hydrolyzovana na trehalosu pomoci maltooligosyltrehalosa trehalohydrolasy (TreZ)
(Maruta, K., et al., 1996). Tento zpisob byl pozorovan u mnoha druhti bakterii. Zajimavé

je, ze E. coli dokaze rast na trehalose jako na jediném zdroji uhliku. Pti vystaveni vysoké
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osmolarité bunky syntetizuji velké mnozstvi trehalosy (jako osmoprotektant), a jak pii

vysoké, tak pfi nizké osmolarité dokazi degradovat trehalosu jako jediny zdroj uhliku.

V houbéch byl objeven enzym trehalosova fosforylasa. Katalyzuje reverzni reakci,
pii které hydrolyzuje trehalosu za pfitomnosti anorganického fosfatu, takze vznika
glukosa-1-fosfat a jedna volna glukosa (nebo reakci opa¢nou) (Wannet, W.J., et al., 1998).
pH optimum tohoto enzymu je 6,0 az 7,0 a reverzibilni charakter této reakce naznacuje, ze
enzym zavisi na koncentraci reaktanti a produktd, tedy podle potieby syntézy bud’

trehalosy nebo volné glukosy a glukosa-1-fosfatu.

2.1.3 Metabolismus trehalosy v kvasinkach

2.1.3.1 Biosyntéza trehalosy

Biosyntéza trehalosy je katalyzovana trehalosa-6-fosfat synthasou a trehalosa-6-
fosfat fosfatasou, které dohromady tvoii tzv. trehalosovy synthasovy komplex, ktery
vyuziva UDP-glukosu a glukosa-6-fosfatasu jako substrat (TPS komplex) (viz obr. 2.2).
Soucasti tohoto komplexu jsou enzymy TPS1, TPS2 a TPS3, o velikosti 123, 102 a 56 kDa
(Londesborough, J., Vuorio, O.E., 1991) (Londesborough, J., Vuorio, O.E., 1993). Delece
genu TPS1 (také nazyvan CIF1, GGS1 a TSS1), ktery koduje 56 kDa polypeptid, vede
k neschopnosti bun¢k syntetizovat trehalosu a zabranuje ristu na glukosovém médiu, coz
naznacuje, Ze tento gen muze slouzit jako senzor pro piijem glukosy bunkou. Delece genu
TPS2, kodujiciho 102 kDa polypeptid eliminuje aktivitu trehalosa-6-fosfatasy (De Virgilio,
C. et al, 1993), zatimco gen TPS3 (TSL1), ktery koduje 123 kDa polypeptid
pravdépodobné reguluje aktivitu trehalosa-6-fosfat synthasy (Vuorio, O.E., et al., 1993).

2.1.3.2 Hydrolyza trehalosy

Hydrolyza trehalosy je katalyzovana trehalasami (E.C.3.2.1.28). Prvni trehalasa
byla popsana v roce 1895 Fischerem (Fischer, E., 1895). V roce 1982 bylo demonstrovano
Wiemkenem, ze fosforylovatelnd trehalasa se nachazi v cytosolu, zatimco druha,
permanentné aktivni trehalasa byla objevena ve vakuolach (Keller, F., et al., 1982).
Pozdg¢ji byly urc¢eny pH-optima pro tyto dva enzymy: fosforylovatelny enzym z cytosolu

mél maximalni aktivitu pfi pH 7 a byl tedy pojmenovan ,,neutrdlni trehalasa®, zatimco
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enzymu z vakuoly bylo naméfeno pfi maximalni aktivité pH 4,5 a byl pojmenovén ,,kysela
trehalasa“. Déle se ukazalo, Ze neutralni trehalasa je aktivovana také cAMP, ATP a Mg
(Londesborough, J., Varimo, K., 1984). Neutralni trehalasa byla isolovana a zcasti
charakterizovana (App, H., Holzer, H., 1989) a jeji gen (NTHI gen) byl naklonovan a
osekvenovan (Kopp, M., et al., 1993) (Kopp, M., et al., 1994). Lokalizace fosforylovatelné
trehalasy (Nthl) v cytosolu ukazala, ze je trehalosa soucasti cytoplasmy a toto zjisténi poté
vedlo K hypotézam ohledné trehalosy jako ochranného metabolitu (Wiemken, A., 1990)
(Keller, F., et al., 1982). Kysela trehalasa byla také isolovana a ¢aste¢né charakterizovana
(Mittenbiihler, K., Holzer, H., 1988). Pii pokusech naklonovat jeji gen (ATH1 gen) byl
objeven gen YGPI, jehoz produkt gp37 je vysoce glykosylovany, ale neprojevuje
trehalosu-hydrolyzujici aktivitu (Destruelle, M., et al., 1994). Zaroven byl vSak isolovan
gen ATHI, jehoz delece vede ke ztraté trehalasové aktivity (Destruelle, M., et al., 1995).

Dale byl popsan také gen NTH2 (Wolfe, K.H., Lohan, A.J., 1994). Byl popsan jako
trehalasovy gen kvili veliké homologii s genem NTH1 a homologii s dal$imi
trehalasovymi sekvencemi z nejriiznéjSich prokaryot i eukaryot. Kazdopadné, role NTH2

vV metabolismu trehalosy stale nebyla zcela objasnéna.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, hydrolyza trehalosy je dulezity faktor u mnoha
buné&nych procestt v houbach (Thevelein, J.M., 1984). U kvasinek S. cerevisiae se
hydrolyza trehalosy zda byt podstatnou soucasti pii kli¢eni a rlstu na ethanolu a dalSich

nefermentujicich uhlikovych zdrojich (Souza, N.O., Panek, A.D., 1968)

2.1.3.3 Metabolismus trehalosy a glykolyza

Kvasinky na rozdil od jinych organismi vyuzivaji k biosyntéze trehalosy enzymu
trehalosa-6-fosfat synthasovy (TPS). Dtivod neni zcela jasny, ale mize se jednat jednak o
regulaci funkce trehalosového metabolismu a/nebo interakci mezi trehalosovym
metabolismem a glykolyzou a kvasenim (Noubhani, A., et al., 2000). Byly formulovany tfi
nasledujici hypotézy: 1. TPS syntetizuje fosforylovanou trehalosu, kromé toho vSak brani
pfistupu glukosy svou interakci s transportem glukosy a aktivitou cukernych kinas
(Thevelein, J.M., 1991). 2. Metabolismus trehalosy zabranuje nadbytecné glykolyze
pomoci vychytavani a vyuzivani cukernych fosforylovanych zbytkii v syntéze trehalosy a

touto cestou vznikaji anorganické fosfaty, které jsou potteba pro glyceraldehyd-3-fosfat
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dehydrogenasovou aktivititu v glykolyze (Hohmann, S., et al., 1993). 3. Fosforylovana

trehalosa mize zastavit ptisun cukrti do procesu glykolyzy inhibici hexokinasové aktivity.

Mechanismus syntézy trehalosy je nasledujici: UDP-glukosa se transformuje na
glukosa-6-fosfat diky enzymu trehalosa-6-fosfat synthasa (TPS). Z glukosa-6-fosfatu
vznika trehalosa-6-fosfat, kterd je pfeménéna na trehalosu trehalosa-6-fosfat fosfatasou
(TPP), odtud oznaceni této drahy v kvasinkdch TPS/TPP. Trehalosa je v ptipad¢ potieby

hydrolyzovana na glukosu pomoci trehalas (viz obr. 2.2).

Trehalosa
Trehalosa- m
G-fOSfét @

ppi+UDP-Glc

1 Glukosa-

UTP+G-I-P <«<——>] 6-fosfat

Glukosa

glvkolyza

Obr. 2.2: Schéma metabolismu trehalosy v S. cerevisiae. Pomoci enzymii Tps a Tpp vznika
Z glukosy trehalosa. Ta je hydrolyzovana na dvé molekuly glukosy trehalasami Nthlp,
Nth2p a Athlp. Schéma prevzato z (Nwaka, S., Holzer, H., 1998).

2.1.4 Enzymy hydrolyzujici trehalosu

Prvni enzym hydrolyzujici trehalosu byl objeven Bourquelotem (Bourquelot,
M.E.M., 1893) v Aspergillus niger a poté v Saccharomyces cerevisiae Fisherem (Fischer,
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E., 1895). Od té¢ doby byla trehalasa (a-a-trehalose-1-D-glucohydrolase, E.C.3.2.1.28)

objevena v mnoha dalSich organismech v rostlinné i Zivo¢isné tisi (Elbein, A.D., 1974).

U savcl je konkrétni funkce trehalasy nejasna. U nékterych savcii se trehalasa
vyskytuje ve stievech, kde je pravdépodobné zodpovédna za hydrolyzu trehalosy piijaté
potravou, nebot’ u pacienta s deficitem stievni trehalasy byla popsdna pfitomnost prijmu
po pozieni hub, obsahujicich trehalosu (Ruf, J., et al., 1990) (Bergoz, R., 1971)
(Madzarovova-Nohejlova, J., 1973).

V kvasinkach, konkrétné¢ u Saccharomyces cerevisiae, byly popsany tii druhy
trehalas, avSak konkrétni role téchto enzymi pii hydrolyze trehalosy v bunikach, stejné jako
jejich regulace, neni stile plné prozkoumana. Kazdopddné, hydrolyza trehalosy je
povazovana za dulezity biochemicky proces v Zivotnich funkcich kvasinek, pti kliceni hub

a pii regulaci ristu u odpocivajicich bunék (Thevelein, J.M., 1984).
2. 2 Charakterizace kvasni¢nych trehalas

2.2.1 Lokalizace kyselé trehalasy a neutralnich trehalas

Rozc¢lenéni trehalas a jejich substratu trehalosy v kvasni¢nych bunkach bylo
objasnéno pomoci objevu, ze V hladovéjicich buiikach, které obsahuji velké mnozstvi
trehalosy (viz kap. 2.1) se také vyskytuje vysoka trehalasova aktivita (Myrback, K.,
Ortenblad, B., 1937) (Avigad, G., et al., 1965). Po rozbiti a centrifugaci protoplasti se
ukazalo, Ze zatimco trehalasa se nachazi v rozpustné frakci, trehalosa zdstava v sedimentu,
tedy v protoplastech (Souza, N.O., Panek, A.D., 1968). Trehalosa je tedy oddélena od
trehalas vazbou na specifickd mista cytoplazmatické membrany. Trehalasova aktivita
vzristd po iniciaci rustu bunééné kultury (Van der Plaat, J.B., 1974), coz ovliviuje
aktivaci trehalasového zymogenu pomoci cAMP-dependentni protein kinasy (Van
Solingen, P., Van der Plaat, J.B., 1975). Trehalasové zymogeny byly objeveny v cytosolu,
zatimco ve vakuolach byl objeven aktivni enzym (Wiemken, A., Schellenberg, M., 1982),
tyto dva rizné aktivni enzymy byly isolovany a jejich rizné katalytické schopnosti byly
jednotlivé analyzovany (Londesborough, J., Varimo, K., 1984). Tim byla prokazana

existence dvou rtizné aktivnich trehalas v kvasinkach, jedna s optimalni aktivitou pii pH 4-
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5 a nachazejici se ve vakuolach, druhd pak s optimalni aktivitou pii pH 7, umisténa

V cytosolu a pfeménovana pomoci fosforylace-defosforylace (Thevelein, J.M., 1984).

2.2.2 Kysela trehalasa

Kysela trehalasa 1 (Athl) byla poprvé vypurifikovana spolu s enzymem suc2
deficientni invertasou (Mittenbiihler, K., Holzer, H., 1988). Na SDS-PAGE enzym
doputoval mezi 165-265 kDa, coz bylo pozdgji zpfesnéno pomoci gelové permeacni
chromatografie na 218 kDa (Londesborough, J., Varimo, K., 1984). Siroky zéna migrace,
ktera se objevovala na SDS-PAGE, byla piisuzovana vysokému podilu sacharidi u tohoto
proteinu, podobné jako u invertasy (Trimble, R.B., Maley, F., 1977) (Williams, R., et al.,
1985), a po inkubaci kyselé trehalasy s concanavalin-A-sepharosou byla veskera aktivni
trehalasa ze supernatantu odstranéna, coz potvrdilo, Ze se jedna o glykoprotein. Nejvyssi
uc¢innost extraktu Athl v zavislosti na pH byla uréena pii pH 4,5 (Mittenbiihler, K., Holzer,
H., 1988).

Cista kysela trehalasa vykazuje vysokou specifitu pro trehalosu pii pH 4,5. Pro
ostatni disacharidy, jako je sacharosa, maltosa, laktosa, cellobiosa a mellibiosa, nevykazuje
po inkubaci zadny vznik glukosy. Diky tomu byla vytvofena trehalosova enzymova
analyza, specificka pro kyselou trehalasu (Kienle, I., et al., 1993), a Ky, byla vypo¢tena
okolo 4,7 mM pti pH 4,5. Isoelektricky bod pro kyselou trehalasu je 4,7. Inkubace enzymu
s klasickymi inhibitory, jako je EDTA, NaCl, iodoacetat nebo fenylmethylsulfonyl chlorid
nema zadny vyznamny efekt na enzymovou aktivitu, na rozdil od HgCl,, ktery enzym
témeér uplné inhibuje. Zédn}’/ efekt na aktivitu nema ani inkubace s CaCl,, MgCl, a ZnSO,
(Londesborough, J., Varimo, K., 1984). Ztoho vyplyva, ze aktivni misto enzymu
neobsahuje sulthydrylové skupiny ani hydroxylové skupiny serinu a threoninu, a Ze je

trehalasova aktivita nezavisla na dvoumocnych kovovych iontech.

Jak bylo fe¢eno vySe, vakuoldrni kyseld trehalasa byla urcena jako glykoprotein
(obsah sacharidu asi 86 %), a pomoci studia jejich mutantd in vivo se zjistilo, Ze se
syntetizuje podobn¢ jako invertasa (Mittenbiihler, K., Holzer, H., 1991). Stale vSak neni
jasné, jak tento protein vstupuje do vakuol. Podobné jako invertasa miZe vstupovat pomoci
systému heterogenni glykosylace, avSak tento typ glykosylace nebyl prokazan u Zadné

vakuolarni hydrolasy. Athl se mize lisit od jinych vakuolarnich enzymu, které podstupuji
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limitovanou glykosylaéni modifikaci (Klionsky, D.J., et al., 1988) (Klionsky, D.J., Emr,
S.D., 1989) (Stevens, T., et al., 1982).

Athl je nezbytna pii ristu na médiu, obsahujicim pouze trehalosu, pfi deleci ATH1
genu je tento rast nemozny a dochazi k akumulaci trehalosy v médiu. Athl tedy slouzi i
jako transportér trehalosy, ne jen pro jeji hydrolyzu (Jules, M., et al., 2004). Athl vaze
extracelularni trehalosu, piendsi ji do vakuol a tam ji hydrolyzuje za vzniku volné glukosy.
Také vsak $tépi trehalosu na povrchu bun¢k, odkud je hexosovymi transportéry glukosa
prenasena dovniti. Bylo prokazano, ze mobilizace cytosolové trehalosy je zavisla na Athl
a pravdépodobné ma velky vliv na cyklus trehalosy v buiikach a jeji extra- i intracelularni

Stépeni (Jules, M., et al., 2008).

2.2.3 Neutralni trehalasa 1

Neutralni trehalasa 1 (EC 3.2.1.28) je enzym vyskytujici se v Saccharomyces
cerevisiae, ktery $tépi trehalosu na dvé molekuly glukosy. Trehalosa slouZzi jako zasobarna
uhliku bun¢k, nebot’ jeji koncentrace je vysokd v obdobi nutricniho nedostatku a
odpocinku. Také se predpoklada, ze trehalosa plni funkci stresového metabolitu, protoze
jeji koncentrace vzrista v obdobi zhorSenych Zivotnich podminek, jako je stres zptisobeny
teplotnim Sokem nebo chemikaliemi. Pasobeni trehalosy jako stresového metabolitu je
vSak stale nejasné, stejné jako tolerance viici riiznym stresovym situacim. Kromé& toho plni

trehalosa 1 dalsi strukturni a transportni role.

Neutralni trehalasa 1 byla poprvé vypurifikovdna z ABYS1 mutantnich bunék
(deficientni ve vakuolarnich proteinasach A a B a karboxypeptidasach Y a S), které Nthl
poskytuji ¢asteénou proteinasovou ochranu (Achstetter, T., et al., 1984) (App, H., Holzer,
H., 1989). Pti purifikaci na ABYS1 mutantu se za¢inalo 24 hodinovym stacionarnim
ristem na glukose, a v této fazi byla specifickd aktivita neutralni trehalasy nejvyssi, bez
ohledu na to, jestli byl enzym fosforylovan nebo ne. Vypurifikovana a fosforylovani Nthl
méla na nativnim gelu TBE-elektroforesy velikost asi 160 kDa a 80 kDa na SDS-PAGE
elektroforese. Maximalni aktivita enzymu byla zmétena pii pH 6,8-7; proto oznaceni
neutralni trehalasa. Dale bylo potvrzeno jeji umisténi v cytosolu a Ky, enzymu pro
trehalosu bylo urceno na 34,5 mM a, stejn¢ jako u kyselé trehalasy, je neutralni trehalasa

specifickd pouze pro trehalosu, zadné dalsi disacharidy (maltosa, laktosa ad.). V dalSich
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publikacich se objevila hodnota Ky, vV rozmezi od 5-30 mM, ale neni zfejmé, zda byl enzym
v téchto pfipadech plné fosforylovan (Van Assche, JA., Carlier, AR., 1975)
(Londesborough, J., Varimo, K., 1984) (Avigad, G., et al., 1965) (Dellamora-Ortiz, G.M.,
et al., 1986). V obdobich hladovéni je koncentrace trehalosy v kvasniénych buikach
vysoka (az 23 % susiny), coz vysvétluje fyziologickou dulezitost Nthl i pies relativné

vysokou K.

lonty Mgz+, Mn?* a Ca®*v nizkych koncentracich (1,5 mM) nemaji na aktivitu Nthl
zadny efekt, ale pii koncentraci 3-5 mM Mn* a Ca®* se aktivita enzymu zvysila.
Piitomnost EDTY aktivitu Nth1 snizuje, pti 1 mM koncentraci enzym tplné inhibuje (App,
H., Holzer, H., 1989) (App, H., Holzer, H., 1985) (Londesborough, J., Varimo, K., 1984).
V nékolika malo ptipadech se vSak aktivity kyselé a neutralni trehalasy piekryvaji, pii pH
4,5 ma Nthl aktivitu < 1 % oproti aktivité pii pH 7, zatimco aktivita Athl pii pH 7 je <5
% oproti aktivité pii pH 4,5. Na rozdil od Athl, Nthl je citliva na sulthydrylova ¢inidla
(App, H., Holzer, H., 1989) (Mittenbiihler, K., Holzer, H., 1988). Nthl je také aktivovana
polykationty, coz je vysledek inhibice Nth1 pomoci precipitace RNA a polyfosfatd, coz
mize slouzit jako druhy aktivacni mechanismus (odstranéni inhibitoru kationty, spolu

s fosforylaci) (App, H., Holzer, H., 1985).

Pokud dojde k defosforylaci Nthl pomoci alkalické fosfatasy, aktivita se snizi o 90
%, po zpétné fosforylaci katalytickou podjednotkou hovézi proteinkinasy, aktivita se vrati
opét do ptivodniho stavu, stejné jako po fosforylaci cAMP-dependentni proteinkinasou.
Fosforylovany zbytek aminokyseliny byl identifikovan jako fosfoserin (App, H., Holzer,
H., 1989). Protein bylo obtizné determinovat mikrosekvenaci, protoze byl na N-konci
blokovan, dalsi studium regulace Nthl bylo tedy provadéno ne na zéklad¢ proteinové

sekvence, ale pouzitim genu, jeho klonovanim a doplnénim chemickych mutantu.

Na zakladé mnoha rozdild mezi kyselou a neutrdlni trehalasou (rGzna
vhitrobunééna lokalizace, sloZeni enzymu, aktivace fosforylaci, rizné imunitni odpovédi a
zavislost aktivity na rizném pH) se usoudilo, Ze jsou kodovany riznymi geny a jejich
regulace se mize lisit. U Nthl se soudi, Ze ma dvé cAMP-dependentni fosforyla¢ni
sekvence (Arg-Arg-X-Ser) (Rittenhouse, J., et al., 1986), jejichz fosforylace je zodpoveédna
za aktivaci Nthl. Gen NTH1 tedy koduje kvasni¢nou neutralni trehalasu a, na rozdil od
Athl, je zodpovédny za intracelularni hydrolyzu trehalosy (Kopp, M., et al., 1993) (Nwaka,
S., etal., 1994) (Nwaka, S., et al., 1995).
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In vitro enzymatické analyzy trehalas jsou zalozeny na méfeni mnozstvi glukosy,
vzniklé hydrolyzou trehalosy, a to pouzitim komeréné dostupnych reagencii, obsahujicich
glukosa oxidasu a kienovou peroxidasu. Rizna pH optima enzymu a vliv chemikalii, které
inhibuji Nthl, vyzaduji pouziti riznych pufrti, Nthl se musi pied analyzou optimalné
nafosforylovat. Detaily publikovanych analyz jsou uvedeny v publikacich (App, H.,
Holzer, H., 1989) (Mittenbiihler, K., Holzer, H., 1988) (Nwaka, S., et al., 1995) (Uno, I., et
al., 1983). Znamé krystalové struktury neutralni trehalasy z E. coli jsou zobrazeny na obr.
2.3a24.

Obr. 2.3: Krystalové struktury periplasmatické trehalasy TreA z E. coli. (A): TreA
v komplexu s inhibitorem validoxylaminem (cervené kulicky) (PDB kod 2JJ4). (B): TreA
v komplexu s inhibitorem 1-thiatrehazolinem (modré kulicky) (PDB kod 2JG0). Prevzato z
(Gibson, R.P., et al., 2007).
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Obr. 2.4: Krystalova struktura periplasmatické trehalasy TreA z E. coli. Dvé dimerni
jednotky (jednotlivé retézce v barvé zelené, fialové, svétlemodré a Zluté) v komplexu s
inhibitorem casuarin-6-O-A-D-glukosidem (oranzové kulicky) (PDB kod 2WYN). Prevzato
z (Cardona, F., et al., 2009).

2.2.4 Neutralni trehalasa 2

Neutralni trehalasa 2, kddovana genem NTH2, je z 77 % homolog Nthl. Dlouho
nebyla pozorovana Zadna jeho aktivita a soudilo se, Ze jen dopliuje funkci Nth1l (Nwaka,
S., et al., 1995). Porovnanim aktivity mutantt, které mély nefunkcni geny bud’ NTH1 nebo
NTH2 se zjistilo, Nth2 trehalosu hydrolyzuje, i kdyz v mnohem mensi mife nez Nthl a ze
gen NTH2 koduje funkéni trehalasu (Jules, M., et al., 2008). Stale neni jasné, jestli je Nth2
také regulovana pomoci cAMP-dependentni proteinkinasy jako Nthl a jeji role

Vv trehalosovém metabolismu a fyziologii kvasinek je stale pfedmétem vyzkumu.
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2.2.5 Fosforylace Nthl a Nth2

Z vyzkumu genil neutralni trehalasy vyplynulo, ze N-terminalni konce Nth1 a Nth2
obsahuji v aminokyselinovych sekvencich dvé cAMP-fosforylacni mista. U Nthl se
jednalo o Arg*ArgLysSer”® s fosforylovatelnym serinem®, a Arg®°ArgGlySer®
s fosforylovatelnym serinem®,  zatimco  Nth2 obsahuje Arg49ArgLySSer52 a
Arg*®ArgGlySer'*? (Kopp, M., et al., 1993). Usuzuje se, Ze stejné jako Nthl kodovana
NTHI1 genem, i Nth2 mlze byt regulovana fosforylaci. Fosforylace trehalas se ticastni
regulace koncentrace trehalosy v bunkach, tedy i kontroly stresové odpovédi a kvasni¢ného
buné¢ného cyklu (Thevelein, J.M., 1984).

2.2.6 Trehalasy v dalSich organismech

Enzymy hydrolyzujici trehalosu se vyskytuji v mnoha organismech, od bakterii po
savce. Cim p¥ibuzngjsi organismus, tim podobn&jsi maji trehalasy sekvenci (napt. Nthl a
Nth2 ze Saccharomyces cerevisiae a Nthl z Kluyveromyces lactis maji navzajem vysoké

procento homologie oproti trehalasam z jinych organismi.)

Neutralni trehalasy v kvasinkdch maji oproti trehalasam z ostatnich organisml
vyrazné delsi N-konec (Nwaka, S., Holzer, H., 1998). N-konce kvasni¢nych neutralnich
trehalas obsahuji cAMP-dependentni fosforylaéni rozpoznavaci sekvence na dvou ruznych

mistech, které jsou nezbytné pro jejich regulaci.

ATH1 gen ze Saccharomyces cerevisiae naopak nevykazuje téméf Zzadnou
homologii s neutralnimi trehalasami z kvasinek i dalSich organismii, coz je jeden z duvodd,
pro¢ nebyl ptivodné povazovan za strukturni gen Athl (Destruelle, M., et al., 1995).
Dtivodem vSak mutize byt rozdilné umisténi Athl (ve vakuole misto v cytosolu) a jiné pH
optimum aktivity enzymu. Katalyticky mechanismus i evolu¢ni vztah kyselé a neutralnich

trehalas je pravdépodobné zna¢né rozdilny.
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2.3 Trehalasy ajejich uloha ve stresovych

podminkach

Buriky, které se ocitnou ve stresu zpuisobeném fyziologicky ¢i okolnim prostredim,
reaguji spusténim exprese specifickych genti, kodujicich proteiny s ochrannou ¢i adaptivni
ulohou. V Saccharomyces cerevisiae stres indukuje expresi tzv. heat shock proteint a dale
faktort dulezitych pro degradaci, glykolyzu, membranovou funkci, antioxidativni obranu a
homeostazi kovu. Také se indukuje exprese gent pro trehalosovou biosyntézu a
trehalosovou hydrolyzu (Nwaka, S., Holzer, H., 1998) (Nwaka, S, et al., 1995). Na druhou
stranu, exprese mnoha jinych proteinti ustane po tepelném (nebo jiném) Soku (Miller, M.J.,
et al.,, 1979). Bunécny systém regulace stresu vyzaduje koordinovanou aktivitu mnoha

proteind, které jsou souc¢asti riznych bunécnych funkeci.

V bunkach vystavenych tepelnému stresu vzristd koncentrace trehalosy, jak bylo
zjisténo diky vzristajici aktivit¢ enzymu trehalosa-6-fosfat synthasy a jejiho substratu
glukosa-6-fosfatu a UDP-glukosy (Winkler, K., et al., 1991) (Neves, M.J., Frangois, J.,
1992). Zaroven se také zvySuje mnozstvi mRNA gent NTH1 a NTH2 a enzymaticka
aktivita produktu NTHI1 genu, coZz ukazuje, Ze jsou tyto geny regulovany teplotou na
transkripéni 1 transla¢ni arovni. Jejich produkty, Nthl a Nth2 proteiny tedy mohou byt
nazyvany ,,heat shock®“ proteiny, nebo lépe ,,stresové proteiny*, protoZze (jak bylo feceno

diive) pomahaji buitkdm vyrovnat se s vysledky tepelného stresu.

Vzristajici aktivita NTH1 a NTH2 je zplisobena jejich zvySenou expresi, nikoli
posttranslacnimi modifikacemi jiz existujicich proteinti, v tomto ptipadé fosforylaci
CAMP-dependentni kinasou 1. Regulace tepelného stresu neni regulovana cAMP regulacni
drahou, obzvlast v bunkach rostoucich na glukose. Naopak, po vraceni teploty do
puvodniho stavu se exprese trehalas v téchto bunkach zvysuje, coz je dalsi dikaz, ze Nthl
a Nth2 pomahaji bunkam vyrovnat se s tepelnym stresem a jeho nasledky. Oproti tomu
ATHI gen se nezda byt podstatny v boji S tepelnym stresem, protoze Athl pfili§ nevzrista
pti vysokych teplotach u bun¢k rostoucich na glukose (Nwaka, S., et al., 1995).

Oxidativni stres a stres zplsobeny toxickymi chemikaliemi vedou ke zvySeni
aktivity neutralni trehalasy, tyto dva mechanismy jsou vSak rozdilné. Tepelny stres zvySuje

koncentraci jak trehalosy, tak trehalas, avSak u stresu zplsobeného toxickymi
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chemikaliemi nedochazi k akumulaci trehalosy. Ztoho vyplyva, Zze trehalasovy

mechanismus ochrany pied stresem by mohl byt nezavisly na trehalose.

2.3.1 Trehalasy a jejich regulace v zavislosti dostupnosti

Zivin (katabolicka represe)

Buiiky rostouci na glukose exponencialni rychlosti vykazuji nizkou koncentraci
trehalosy a pouze basalni aktivitu trehalosu syntetizujicich a hydrolyzujicich enzymu
(Nwaka, S., et al., 1994) (Kienle, I., et al., 1993) (Panek, A., 1962) (Winkler, K., et al.,
1991) (Neves, M.J., Francgois, J., 1992). Kdyz bunky ptejdou do respiracni faze
metabolismu, za¢nou akumulovat trehalosu dokud nedosédhnou stacionarni faze, kdy maji
vysoky obsah trehalosy. To je pravdépodobné zpisobeno inhibici trehalosa-6-fosfat
synthasy glukosou (trehalosa se zac¢ne syntetizovat aZ po vyCerpani glukosy) (Francois, J.,
et al., 1991). Stejné tak je aktivita trehalas nizka v rostoucich buiikach a vyznamné se zvysi
po vycerpani glukosy a vstupu bunék do stacionarni faze. Zavislost genové exprese na
pfitomnost glukosy v ristovém médiu je typickd pro geny kontrolované tzv. katabolickou

(glukosovou) represi (Monod, J., 1947) (Magasanik, B., 1961).

V kvasinkach jsou pfedmétem katabolické represe kromé enzymu glukoneogeneze i
geny NTH1, YBR0106 (NTH2) a ATH1. Biologicka funkce ,.tiché trehalasy* Nth2 muze
spocivat v regulaci tvorby glukosy z trehalosy za specialnich podminek. Mechanismus
glukosové represe probiha nejméné tfemi riznymi zpusoby: 1. Glukosa miZe inhibovat
transport nebo tvorbu indukéni molekuly, 2. Glukosa muize inhibovat molekulu aktivatoru,
nezbytnou pro start genové exprese, 3. Promotory genti potlacovanych glukosou mohou
obsahovat operatorové sekvence, které¢ slouzi jako cil pro represivni mechanismy,
nezavislé na pozitivnim aktivatorovém proteinu (Johnston, M., et al., 1994). Nékteré
proteiny navic mohou byt utlumovany glukosou mechanismem tzv. katabolické inaktivace,
ktera funguje jako proteolyticka kaskada (Holzer, H., 1989). O pozitivni regulaci trehalas

pomoci katabolické inaktivace vSak nejsou zadné ditkazy.

Nedostatek zivin u Saccharomyces cerevisiae vede k mnoha fyziologickym
zménam, které doprovazeji vstup builky do stacionarni fize. Mimo jiné se jednid o
zpevnéni bunééné stény a o akumulaci trehalosy (Thevelein, J.M., 1984). Kdyz se burka

nachdzi ve stacionarni fazi, u vétSiny genll se sniZi transkripce a tim 1 syntéza proteini
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(Boucherie, H., 1985), ale n¢které geny se v této fazi zacnou naopak exprimovat rychleji,
jako odezva na nutri¢ni limitaci (Werner-Washburne, M., et al., 1989) (Teichert, U., et al.,
1989) a nékteré geny jsou dulezité pii stresu. Nedostatek zivin v médiu je signalem pro
expresi trehalas, coz ukazuje na to, Ze trehalasy jsou regulovany jak katabolickou represi,
tak nutri¢ni limitaci, tak 1 odpovédi na stres. Vysoké exprese trehalas ve staciondrni fazi
bunck, ve kterych je zaroven vysokd koncentrace trehalosy, pravdépodobné ptispiva

k vysoké toleranci téchto bun¢k vici stresu.

Zasadni roli pii reakci na hladovéni hraje CAMP-dependentni proteinkinasa.
Hodnoty ¢cAMP jsou kontrolovany pomoci modulace aktivity adenylat cyklasy a cAMP
fosfodiesterasy; pokud vzroste hladina intracelularniho cAMP, zpisobi aktivaci CAMP-
dependentni proteinkinasy odsStépenim jeji neaktivni podjednotky. V ptipadé¢ hladovéni
v bunkach klesa hladina cAMP a tim i mnozstvi aktivni cAMP-dependentni proteinkinasy.
Piidavek glukosy k buinkam ve stacionarni fazi vede k rapidni hydrolyze trehalosy pomoci
aktivace trehalasy skrze Ras/cAMP signalni drahou (Thevelein, J.M., 1984) (Nwaka, S., et
al., 1994). Tato aktivace trehalasy v zavislosti na cAMO se ukazala byt zpisobena
posttransla¢ni modifikaci jiz existujiciho enzymu (Thevelein, J.M., 1991). Trehalasy jsou

tedy substratem pro cAMP-dependentni proteinkinasu (Uno, 1., et al. 1983).

Tento posttranslatni mechanismus potvrzuje také existence dvou CAMP
fosforylacnich sekvencich v produktech geni NTH1 a NTH2. Neutrdlni trehalasa
z extraktu buné¢k, exponencielné¢ rostoucich na glukose, neni fosforylovatelna smési
CAMP-ATP, na rozdil od trehalasy z bun€k ve stacionarni fazi rostoucich na glukose ¢i
galaktose (App, H., Holzer, H., 1989) (Kopp, M., et al., 1994) (Nwaka, S., et al., 1995)
(Winkler, K., et al., 1991). Je pravdépodobné, Ze bazalni mnozstvi neutralni trehalasy, které
se nachazi v bunkach, exponencialn¢ rostoucich na glukose, je jiz pfitomno ve
fosforylované formé, diky vysokym koncentracim cAMP a ATP v téchto buikach
(Gancedo, J.M., 1992).

2.4 Biologicka funkce trehalas

Biologickou funkci trehalas je kontrola a regulace koncentrace trehalosy, a to

vvvvvv

trehalosy je Nthl, coz bylo ukdzano pouzitim mutantii Nthl a jejich hydrolyzou trehalosy
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in vivo (Kopp, M., et al., 1993) (Nwaka, S., et al., 1994) (Nwaka, S., et al., 1995). Kysela
trehalasa (Athl) a jeji hydrolyza¢ni aktivita in vivo neni stale znama, ale in vitro
rozpoznava trehalosu jako substrat. Na rozdil od neutralnich trehalas vSak mutanty Athl
nerostou na trehalose coz vede k nazoru, ze Athl a jeji role ve vyuziti trehalosy je oproti
neutradlnim trehalasam rozdilnd, a navic ristovy defekt Athl mutantu na glycerolu ukazuje,

Ze tento enzym ovliviiuje hydrolyzu trehalosy in vivo (Nwaka, S., et al., 1996).

2.4.1 Uloha v hydrolyze trehalosy

Trehalasa je jakykoli enzym, ktery specificky vaze a hydrolyzuje trehalosu na dvé
glukosové jednotky. Trehalasy v S. cerevisiae byly rozdéleny podle lokalizace (cytosol a
vakuola) a pH optima své aktivity na kyselou a neutralni trehalasy, kodované geny ATH1,
NTH1 a NTH2. Bylo zjisténo, ze NTHla nejspise i NTH2 gen je zodpovédny za
intracelularni hydrolyzu trehalosy (Kopp, M., et al., 1993) (Wolfe, K.H., Lohan, A.J., 1994)
(Nwaka, S., et al., 1995) (Van Dijck, P., et al., 1995), zatimco gen ATH1 hraje vyznamnou

roli v extracelularnim vyuziti trehalosy a v endocytdze do vakuol (Nwaka, S., et al., 1996).

2.4.2 Uloha v odpovédi na stres

Kromé hydrolyzy trehalosy hraji geny NTH1 i NTH2 roli i v odpovédi na bunéény
stres v kvasinkach. Uloha trehalas v toleranci na teplo se vsak nedéje cestou akumulace
trehalosy (Nwaka, S., et al., 1995). Buriky ve stacionarni fazi ristu jsou termo-tolerantni a
zaroven maji vysokou koncentraci trehalosy a také vykazuji vysokou trehalasovou aktivitu,
avSak schopnost vzpamatovat se z teplotniho Soku souvisi pouze s mnozstvim trehalas,

nikoli trehalosy.

Kromé¢ odpovédi na tepelny stres se trehalasy tcastni i ochrany bunék pied dal$imi
formami stresu jako je stres chemicky nebo oxidativni, opét mechanismem nezavislym na
akumulaci trehalosy. Produkty gentt NTH1 a NTH2 jsou také tzv. stresovymi proteiny, ale
neda se vyloucit, Ze jistd ochrana proti stresu, podporovana trehalasami, mtize byt svazana
s trehalosovym metabolismem (tedy dostupnosti glukosy.) Tepelny Sok mize poskodit
komponenty membranu a zpasobit Gnik glukosy a dalSich zivin. To vysvétluje, pro¢ bunky

V této stresové situaci stejnou merou zvysuji jak akumulaci trehalosy, tak expresi trehalas,

24



protoze je potieba glukosa na vyrobu energie, coZ mimo jiné chrani burnky pfed postizenim

organel (Nwaka, S., et al., 1995).

2.5 Biotechnologické funkce trehalosy a

trehalas

Akumulace trehalosy ma v mnoha ptipadech i komer¢ni vyuziti. Velmi dilezity je
obsah trehalosy v pekatském drozdi, kvili resistenci na stres a také kvuli vyrobé
»suseného* drozdi. Optimalni obsah trehalosy v pekatfském drozdi je 15-20 % (Gélinas, P.,
et al., 1989). Cim vice trehalosy v buiikach, tim vyssi pravdépodobnost jejich preZiti pii
vysuseni nebo zmrazeni a tim méné (a za niz$i cenu) kvasinek je potfeba na vyrobu
suSenych ¢i mrazenych tést. Zacatek kvaseni smichdnim ingredienci nastartuje rychlou
mobilizaci trehalosy a ztratu resistence vii¢i zmraZeni, cemuz se dé piedejit pfipravou tést
pii velmi nizkych teplotach a geneticky pomoci eliminace trehalas (Van Dijck, P., et al.,
1995).

Dalsi diilezitou vlastnosti trehalas je jejich tlloha v alkoholovém kvaSeni. Kvasinky
si vytvareji ethanol jako pfirozenou obranu proti mikroorganismtiim, ale po prekrocenti jisté
hranice se pro né stava toxickym. Nekteré Nthl mutanty vSak vykazuji vysSi toleranci
k ethanolu nez divoky typ a vytvareji tak kmen vhodny pro alkoholové kvaseni (Kim, J., et
al., 1996).

Trehalosa se také pouziva na uchovavani a stabilizaci nékterych biologickych
molekul (enzymt, protilatek, 1ék) a jidel, zejména v rozvojovych zemich, kde neni
dostupny elektricky proud ¢i chlazeni (Crowe, J.H., et al., 1984). Tato vlastnost trehalosy
by mohla pfinést feSeni mnoha ekonomickych, zeméd¢€lskych i1 zdravotnich problému

v téchto oblastech.

ProtoZe se diky akumulaci trehalosy v buiikach zvySuje resistence vici mrazeni €i
suSeni, existuje snaha zvySit obsah trehalosy transformovanim strukturnich gent
trehalasové syntézy z kvasinek do jinych organismt. Na podobném principu se také

uvazuje o zlepSeni resistence pomoci eliminace trehalasovych gend.
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Trehalosa a jeji hydrolyza je dalezita v zivotnim cyklu hmyzu (Becker, A., et al.,
1996), takze né¢které trehalasové inhibitory mohou byt vyuzity jako insekticidy. U
obratlovcu, veetné ¢lovéka, se trehalasy nachazeji v ledvinach v proximalnich tubulech a
mohou byt vyuzity jako diagnostické markery nékterych onemocnéni ledvin, pii kterych se

enzym trehalasa vyskytuje v moc¢i (d'Enfert, C., Fontaine, T., 1997).

2.6 Zpusob aktivace Nthl a Nth2

2.6.1 Fosforylace

Jak jiz bylo feceno diive, Nthl musi byt fosforylované, jinak je neaktivni. Dodani
zivin po obdobi stresu ¢i hladovéni spousti aktivaci proteinkinasy A (PKA), ktera
fosforyluje vznikajici neutrdlni trehalasu, které dod4 potfebnou energii pro Stépeni
trehalosy. Tato fosforylace byla potvrzena nejdiiv in vitro (App, H., Holzer, H., 1989) a
pozdé¢ji i in vivo (Schepers, W., et al., 2012).

V publikaci Wera et al. (1999) bylo bioinformatickou analyzou zji§téno, ze Nthl
obsahuje 17 teoretickych mist, fosforylovatelnych PKA. Osm z nich je konzervovanych
Vv trehalasach; jedna se o Ser20, Ser21, Ser60, Ser83, Ser475, Thr58, Thrl35 a Thr149
(Wera, S., et al., 1999) (viz obr. 2.5). Konkrétni mista zodpovédna za fosforylaci Nthl
vs§ak zatim nejsou znama, pouze pii mutagenezi in vitro vsech téchto mist doslo k totalni
ztraté trehalasové aktivity bez ohledu na pfitomnost PKA. Aktivita trehalasy in vitro je
vSak vzdy niz8§i, nez aktivita in vivo, pravdépodobné z divodu piitomnosti dalSich
regulacnich mechanismil. Konkrétné se jedna o enzym Dcsl, ktery plsobi jako negativni
regulator trehalasové aktivity (Liu, H., et al., 2002) a dale kvasni¢né proteiny 14-3-3,
Bmhl a Bmh2, které jsou pro aktivaci trehalas nezbytné a vyzaduji proto kompletni

fosforylaci trehalas (Panni, S., et al., 2008).

Nalézt konkrétni fosforylacni mista Nth1, zodpoveédnd za aktivaci tohoto enzymu,

bylo jednim z cilt této disertacni prace.
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Obr. 2.5: Aminokyselinova sekvence proteinu Nthl s vyznacenymi teoretickymi
fosforylacnimi misty na serinech (Zluta) a threoninech (modrad). Vygenerovano na serveru

wWww.uniprot.org.

2.6.2 Nthl, Nth2 a proteiny 14-3-3

Kvasni¢né proteiny 14-3-3, Bmhl a Bmh2, vytvafeji komplex s fosforylovanou
neutralni trehalasou 1 (pNthl). (Vice o proteinech 14-3-3 viz nize kapitola 2.7) Alespon
jedna z kvasni¢nych isoforem 14-3-3 proteinii je nezbytna pro aktivaci pNthl po jeji
fosforylaci PKA (Panni, S., et al., 2008).
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Trehalasové aktivita méfend piimo v kvasnicném extraktu byla poprvé popsana
v roce 1999 (Wera, S., et al., 1999). Inkubace extraktu s PKA vedla k mnohonasobnému
zvyseni aktivity Nthl, ale zadné zvySeni nebylo prokézano v piipadé¢ mutantt, u kterych
byly vyjmuty geny BMH1 a BMH2. Bmh je nutny pro aktivaci Nthl, ale Nthl musi byt
nejdiiv fosforylovana. Protoze fosforylovand sekvence Nthl odpovidd optimalnim
vazebnym motivim proteind 14-3-3 (Obsil, T., Obsilova, V., 2011), usoudilo se, Ze spolu
vytvareji komplex. Jako pravdépodobna mista zodpoveédna za fosforylaci a tedy i1 vazbu na
protein Bmh byly oznaceny Ser20, Ser21, Ser23 a Ser740, avsak pouze Ser21 a Ser23 byly

nalezeny fosforylovany i pfi in vivo pokusech (Panni, S., et al., 2008).

Kter¢ konkrétni seriny jsou pro vazbu proteinii 14-3-3 esencialni, bylo pfedmétem i
této prace. Na N-termindlnim konci Nthl se nachdzeji seriny uvazované pro vazbu na
proteiny Bmh, coz mize byt strukturné vyhodné pii tvorbé komplexu. Molekularni a
strukturni mechanismus této interakce byl také predmétem této prace. Kazdopadné se
ukézalo, ze kromé svych mnoha dalSich funkci se proteiny 14-3-3 tcastni také regulace
metabolismu trehalosy a to jako fyziologické enzymové aktivatory v kvasinkach, podobné

jako se ti¢astni metabolismu i u mnoha vys$$ich organismu (Panni, S., et al., 2008).
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2.7 Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 patii do rodiny kyselych regula¢nich proteind, které se vyskytuji ve
viech eukaryotickych organismech. Uastni se mnoha buné&énych procest, jako je regulace
bunééného cyklu, kontrola metabolismu, kontrola genové transkripce a apoptosy a to
pomoci modulace konformace svych vazebnych partnert (Obsilova, V., et al., 2008).
Dilezitost téchto molekul podtrhuje, Zze ovliviiuji 1 fadu lidskych onemocnéni, jako je

cukrovka, nékteré typy rakoviny ¢i neurodegenerativni choroby.

Je znamo vice nez Ctyfi sta proteint, které interaguji s proteiny 14-3-3, vcetné
ruznych proteinkinas (PKC, Raf, KSR, Ber, ASK 1), receptorovych proteinil
(glukokortikoidovy receptor, GABA receptor, insulin-like ristovy faktor), enzymu (tyrosin
a tryptofan hydroxylasy, nitratreduktasa, serotonin N-acetyl transferasa), molekul
podporujicich strukturu jinych proteint (IRS-1, calmodulin), proteint regulujicich bunéény
cyklus a kontrolujici genovou expresi (TATA box vazebné proteiny) a proteint, které
kontroluji prubéh apoptosy (BAD, A20) (Yaffe, M.B., 2002). Mnoho interakci vsak stale

zUstava neobjasnénych.

Nézev proteind 14-3-3 vznikl diky jejich migraci na dvou-dimenziondlni DEAE-
celulézové chromatografii (Moore, B.W., Perez, V.J., 1967). Jsou vysoce konzervované a
mnoho organismil exprimuje vice isoforem. Kli¢ovou roli v jejich funkeci regulacnich

proteint hraje reverzibilni fosforylace (Cohen, P., 2002).

2.7.1 Funkce proteini 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou uz mnoho let dikladné zkoumany, ¢imz se postupné odhaluje
jejich ucast v mnoha biologickych procesech. Jak bylo popsdno vySe, pomoci regulace
svych vazebnych partnerd se ucastni mnoha dilezitych bunéénych déja. Jejich funkce je

klasifikovana podle zpisobu interakce s vazebnym partnerem nasledovné:

a) zména konformace vazebného partnera (napt. u nékterych enzymii)
b) maskovani ¢i zakryvani specifické sekvence na povrchu vazebného partnera

(slouzi k vnitrobunééné lokalizaci, ochran¢ pted degradaci proteinu atd.)
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c) zprostiedkovani a regulace protein-protein interakci (stabilizace proteinovych

komplext) (Aitken, A., 2006).

Konkrétni mechanismus je vSak stale ve vét§in¢ piipadi nejasny. Struktura
komplexti proteinii 14-3-3 je prozkoumana jen s kratkymi peptidy a, navzdory velkému
mnozstvi jejich vazebnych partnert, existuje jen n€kolik krystalovych struktur s vazebnym
partnerem delSim, nez je fosforylovany peptid. Jednd se napiiklad o komplex 14-3-3
s enzymem serotonin N-acetyltransferasou (AANAT) (Obsil, T., et al., 2001) (viz obr. 2.6
A,B) a 14-3-3 s C-terminalnim koncem H*-ATPasy (Ottmann, C., et al., 2007) (viz obr.

2.6 C,D). Vroce 2011 byla vyieSena struktura ternarniho florigen aktivaéniho komplexu

proteinu 14-3-3 s florigenem z ryze (Taoka, K., et al., 2011).

14-3-3

Obr. 2.6: Krystalové struktury proteinii 14-3-3 ve stuzkové reprezentaci. (A) 14-3-3¢
v komplexu s AANAT, pohled zepredu. (B) 14-3-3 v komplexu s AANAT, pohled shora.
PDB kéd 1IB1 (Obsil, T., et al., 2001). (C) 14-3-3¢ v komplexu s H*-ATPasou, pohled
zepredu. (D) 14-3-3¢ v komplexu s H*-ATPasou, pohled shora. PDB kéd 2098 (Ottmann,
C.,etal., 2007).
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2.1.1.1 Vazba proteinu 14-3-3 S vazebnym partnerem

Proteiny 14-3-3 jsou molekuly velice rigidni (az na flexibilni C-konec), coz je
zpiisobeno zakonzervovanou vazebnou sekvenci a nevazebnymi interakcemi mezi helixy
(viz obr. 2.8). Dalsim dutlezitym aspektem je vyhradni tvorba dimert, coz je dulezité pro
afinitu k ligandiim. Vazebné 14-3-3 motivy se vyskytuji i v nestrukturovanych oblastech

molekuly a podstatna je také ptritomnost 14-3-3 vazebnych motivt v ligandech.
2.1.1.1.1 Vazebné motivy proteinii 14-3-3

Diky tvorbé dimert obsahuji proteiny 14-3-3 dva vazebné zlabky v antiparalelnim
usporadani, coz je velice dualezité pro jejich funkci, protoZze mnoho ligandti obsahuje dva i
vice vazebnych 14-3-3 motivl, které se mohou simultdnné véazat a vytvaret tak pevnéjsi
komplex (Obsil, T., Obsilova, V., 2011). Konkrétni motivy, zodpovédné za vazbu
K proteinim 14-3-3 jsou RSXpSXP (mode 1) a RX(Y/F)pSXP (mode 2), kde je X
jakakoliv aminokyselina s vyjimkou cysteinu (Yaffe, M.B., et al., 1997).

Peptidy se dvéma fosforyla¢nimi motivy vazou proteiny 14-3-3 mnohem Iépe, nez
peptidy pouze sjednim. Na zaklad¢ toho byl navrzen model pro vazbu protein 14-3-
3:ligand, kde jeden vazebny motiv ligandu slouZzi jako tzv. gatekeeper, ktery je nezbytny
pro vytvoteni vazby, zatimco druhy motiv vaZe slabéji, ale jeho pfitomnost je nezbytna pro

uplnou biologickou aktivitu (Yaffe, M.B., 2002).

Dimer 14-3-3 také mize simultann¢ vazat dva motivy, které jsou od sebe vzdalené.
Takova interakce pravdépodobné nezprostiedkovava jen tvorbu komplexu, ale také méni
strukturni konformaci ligandu, jak bylo ukazano u FOXO transkrip¢nich faktora (Obsil, T.,
et al., 2003) nebo AANAT (Obsil, T., et al., 2001).

Vazebné motivy pro vazbu proteini 14-3-3 se velice Ccasto vyskytuji
V nestrukturovanych ¢astech molekuly, coZ ma pozitivni vliv na funkci a schopnost vazby
k vazebnému partnerovi (Dyson, H.J., Wright, P.E., 2002). Nestrukturovany protein (nebo
jeho nestrukturovana cast) pak ma také vice moznosti flexibilné vyhledavat a vazat se na
vazebného partnera, se kterym utvoii pevny, strukturovany komplex (Shoemaker, B.A., et
al., 2000). To koresponduje s faktem, Ze primarni interakce proteinu 14-3-3 a jeho ligandu
je vétsinou zprostfedkovana vodikovymi vazbami a solnymi mistky mezi fosforylovanym

motivem a vazebnym zlabkem (Rittinger, K., et al., 1999) (Yaffe, M.B., et al., 1997).
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2.1.1.1.2 Zmeéna konformace vazebného partnera

Vazbou ligandu na protein 14-3-3 muze dojit k ucelové zméné jeho konformace.
Tento mechanismus se uplatiiuje naptiklad u nékterych enzym, u kterych dojde po vazbé
na 14-3-3 ke zlepSeni ¢i zhorSeni jejich katalytickych schopnosti. Pfikladem je enzym
serotonin-N-acetyl transferasa (AANAT), jejiz komplex s proteinem 14-3-3 byl
vykrystalizovan (Obsil, T., et al., 2001). AANAT se vaze centralniho Zlabku dimeru 14-3-
3(, ¢imz dojde ke zméné¢ jeji konformace a zpfistupnéni mista pro vazbu substratu, takze

vazbou na 14-3-3 se AANAT zvySuje pristupnost pro substrat.

2.1.1.1.3 Maskovani ¢i zakryvani specifické sekvence na povrchu

vazebného partnera

Proteiny 14-3-3 mohou interferovat srtiznymi signalnimi sekvencemi a tim
ovliviiovat transport proteini zjadra do cytosolu ¢i lokalizaci v jadfe, Konkrétné
maskovanim sekvenci regulovat kinetiku a dynamiku transportu jadro-cytosol nebo

lokalizaci v endoplazmatickém retikulu (Bridges, D., Moorhead, G.B., 2004).

Ptikladem této protein-proteinové interakce jsou transkripéni faktory FOXO, které
hraji dbleZitou tulohu v kontrole bunééného cyklu, bunééné diferenciaci, kontrole
metabolismu, odpovédi na stres a apoptose (van der Horst, A., Burgering, B.M.T., 2007).
FOXO proteiny, nafosforylované PKB (Akt kinasou), maji dva 14-3-3 vazebné motivy,
jeden na N-konci a druhy na C-konci na DNA-vazebné doméné, kde se nachazi i jaderna
lokaliza¢ni sekvence. Navazani se na protein 14-3-3 vede k pfesunuti tohoto komplexu
Z jadra do cytosolu, kde protein 14-3-3 zabraniuje vstupu FOXO zpét do jadra maskovanim
jeho jaderné lokaliza¢ni sekvence (Rena, G., et al., 2001) (Brunet, A., et al., 1999)
(Obsilova, V., et al., 2005).

Proteiny 14-3-3 také mohou ovliviiovat interakce DNA-protein, piikladem jsou
opét FOXO proteiny, jejichZ afinitu viici DNA ovliviiuje vytvofeni komplexu s proteinem
14-3-3 (Brunet, A., et al., 1999). Dalsi podobnou funkci proteinti 14-3-3 je ochrana
proteint pted defosforylaci a protelolytickou degradaci (Dobson, M., et al., 2011).
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2.1.1.1.4 Zprostredkovani protein-proteinovych interakci

Dimerni charakter proteinii 14-3-3 naznacuje také jejich schopnost navazat dvé
molekuly do centralniho kanalu a zprostfedkovat jejich interakci. Piikladem je H*-ATPasa,
které protein 14-3-3 zprostiedkuje tvorbu velkého, aktivniho, hexamerniho komplexu
(Ottmann, C., et al., 2007), nebo tumor-supresor p53, ktery je funkéni pouze jako tetramer
a Vv této konformaci ma vyssi afinitu k DNA 1 mnoha dalSim proteinim. Protein 14-3-3
aktivuje jeho DNA vazebnou aktivitu a zvysi stabilitu p53 vazbou na jeho nestrukturovany
C-konec (Schumacher, B., et al., 2010). Proteiny 14-3-3 také zprostiedkovavaji vznik
ternarnich komplext, kde ,,podrzi dva rtuzné ligandy u sebe aby mohlo dojit k jejich
interakci. Tento tip interakce je navrhovan naptiklad u proteinii B-catenin a Chibby, které
spolu vytvoii komplex, coz zprostiedkuje transport B-cateninu do jadra (Li, F.Q., et al.,
2008).

2.7.2 Regulace proteini 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou exprimovany ve vSech tkanich a vazou se k vazebnym
partneraim s podobnou afinitou. Jejich vazebné vlastnosti jsou regulovany post-

translaénimi modifikacemi a vazbou kofaktort (Bridges, D., Moorhead, G.B., 2004).

2.7.2.1 Fosforylace

vvvvvv

fosforylace. Fosforylaéni mista nejsou zakonzervovana mezi isoformami, takze jednotlivé
isoformy muize regulovat specificky. K fosforylaci dochazi na ¢tyfech mistech (Aitken, A.,
2006). Jedna se o Ser58 a Ser63 na povrchu dimeru, které ovliviiyji tvorbu dimeru, a
Ser184 a Ser/Thr232 v blizkosti vazebného zlabku, jejichz fosforylace vede ke snizeni

schopnosti vazat ligandy (¢islovano podle 14-3-3C) (Obsilova, V., et al., 2004).

2.1.2.2 Nefosforylované vazebné motivy

Nekteré proteiny interaguji s proteiny 14-3-3 i bez fosforylace. V oblastech

bohatych na cysteinové zbytky se vaze napt. Raf kinasa nebo Bcr kinasa. Na fosforylaci je
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také nezavisly peptid R18, ktery se vaze pies sekvenci Asp-Ala-Leu-Asp-Leu a ma
vysokou afinitu k proteinim 14-3-3 (Wang, B., et al., 1999).

2.7.3 Struktura proteint 14-3-3

Proteiny 14-3-3 maji velikost okolo 30 kDa a maji vysoce helikalni strukturu.
Monomery jsou tvoieny deviti antiparalelnimi o-helixy (oznacuji se H1-H9), propojenymi
rizné¢ dlouhymi ohyby s rizné dlouhym C- a N- koncem. Na povrchu molekuly je
amfipaticky vazebny zlabek tvoteny helixy H3, H5, H7 a H9. Proteiny 14-3-3 tvoii dimery
charakteristického tvaru ,,U%, se Sirokym centrdlnim kandlem velikym pfiblizné¢ 35 A
(délka), 35 A (sitka) a 20 A (hloubka). Na vnitini strané kanalu se nachdzeji aminokyseliny
zakonzervované mezi isoformami zatimco méné konzervované aminokyseliny jsou
umisténé na vnéj§im povrchu (viz obr. 2.7 a 2.8). Isoformy proteini 14-3-3 jsou vysoce

zakonzervované v ramci sekvence, nejvariabilngj$i ¢ast isoforem je jejich neuspotradany C-

konec.

Obr. 2.7: Krystalova struktura 14-3-3( ve stuzkové reprezentaci. Pohled zepredu (A) a
shora (B) na dimerni strukturu, tvorenou helixy HI-H9 jedné monomerni jednotky a helixy
HI1*“-H9* druhé monomerni jednotky. Vazebné misto pro ligand tvori helixy H3, H5, H7 a
H9 (H3° H5° H7 a H9°). Na tvorbée dimeru se podileji helixy HI, H2 jedné monomerni
jednotky s helixy H3 ', H4* druhé monomerni jednotky. PDB kod 1QJB.
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Terciarni a kvarterni struktury byly vyfeSeny u vSech lidskych isoforem proteint
14-3-3 (Gardino, A.K., et al., 2006), z rostlinnych isoforem byla zatim vyfeSena jen
struktura proteinu z Nicotiana tabacum, podobnému proteinu 14-3-3 a nékolik isoforem
proteinit 14-3-3 bylo vykrystalizovano pouze s jejich vazebnym partnerem nebo od n¢j
odvozenym peptidem (Yang, X., et al., 2006) (Ottmann, C., et al., 2007) (Obsil, T., et al.,
2001) (viz obr. 2.6).

Obr. 2.8: Krystalova struktura 14-3-3C v povrchové reprezentaci. Zluté oznacené jsou
aminokyseliny zakonzervované napric isoformami 14-3-3. Pohled zepredu (A) a shora (B).
PDB kéd 10JB.

2.7.3.1 Tvorba dimeru

Jednotlivé isoformy proteinti 14-3-3, pfestoze maji obecné siln¢ zakonzervovanou
strukturu, se 1isi ve tvorbé dimerti. Mohou vytvaiet bud’ homo- nebo hetero-dimery, coz
zavisi na nepatrnych rozdilech v sekvenci proteinu. Nékteré isoformy, naptiklad lidska 14-
3-3¢, vytvaii vyluéné hetero-dimery, protoze v tom piipad¢ se spoji s druhym monomerem
ttemi solnymi mustky a dalSimi slabymi vazebnymi interakcemi, zatimco pfi tvorbé homo-
dimeru by byla vazana jen slabé jednim solnym mustkem (Yang, X., et al., 2006). Tento
typ vazby upfednostiiuje vice isoforem, zatimco lidskd 14-3-3¢ tvoii vyhradné¢ homo-
dimery, kde jsou monomery spojeny nékolika unikatnimi interakcemi a solnymi mustky

(Benzinger, A., et al., 2005).
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2.7.3.2 C-konec

C-konec proteini 14-3-3 vykazuje nejvyssi variabilitu mezi isoformami v oblasti
ptiblizn¢ 15-40 aminokyselin. Pravdépodobné mize slouzit jako autoinhibitor a supresor
nespecifickych interakci mezi 14-3-3 a nevhodnymi ligandy. C-konec ma neuspotfadanou
strukturu, ktera neni rozpoznatelnd na zadné doposud vyieSené krystalové struktute, ale
pomoci jinych biofyzikalnich metod byla ur¢ena jeho lokalizace uvniti vazebného zlabku
za neptitomnosti ligandu, odkud se pfemisti po navazani fosfopeptidu (Obsilova, V., et al.,
2004) (Silhan, J., et al., 2004). Tento vyzkum byl provadén s lidskou isoformou 14-3-3(
(viz obr. 2.9). Oproti této a dal$im isoformam vysSich eukaryot se vSak zjistilo, ze
kvasni¢né isoformy proteinii 14-3-3 Bmhl a Bmh2 maji C-konec podstatné¢ delsi a ze
obsahuje polyglutaminovou sekvenci dosud neznamé funkce. C-konec Bmh proteinti ma
diky tomu jinou konformaci, ktera mu zabranuje uloZeni ve vazebném zlabku (Veisova, D.,

et al., 2010) a pravdépodobné v tomto piipadé neslouzi jako autoinhibitor.

Obr. 2.9: Krystalova struktura monomeru 14-3-3{ ve stuzkové reprezentaci. Modre je

znazornén nestrukturovany C-konec, ktery pravdépodobné slouzi jako autoinhibitor. PDB

kod 1QJB. Prevzato z (Veisova, D., et al., 2010).
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2.7.4 Isoformy proteini 14-3-3

Proteiny 14-3-3 se vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech, zatimco
Vv prokaryotickych organismech nebyly nalezeny Zzadné. V konkrétnim eukaryotickém
organismu je vétSinou exprimovano vice isoforem. Isoformy jsou zakonzervované a tudiz
velice podobné, piestoze jsou kodovany ruznymi geny (Ferl, R.J., et al., 2002).
Konzervované sekvence se vyskytuji ve vazebném misté, mistech pro tvorbu dimeru a
stabilizaci terciarni struktury. Vi¢i svym ligandim jsou vétSinou vysoce specifické, a to
diky rozdiliim v aminokyselinové sekvenci a dale se na specifité¢ také podili pfednostni
forma homo- ¢i hetero-dimeru (Benzinger, A., et al., 2005). Dalsi zpasob ovliviiovani
specifity isoforem jsou post-translacni modifikace proteina 14-3-3 (Tsuruta, F., et al.,
2004).

Nejvice isoforem bylo zatim objeveno V rostlinné ftisi, napifiklad u husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), kde bylo objeveno 13 isoforem nebo u je¢mene (Hordeum
vulgare), ve kterém bylo objeveno 5 isoforem (Rosenquist, M., et al., 2001). U ¢lovéka
bylo popsano sedm isoforem, které se oznacuji pismeny fecké abecedy B, v, €, {, n, 1, a0
(jejich krystalové struktury viz obr. 2.10). Vyskytuji se zejména v mozku, kde piedstavuji
az 1 % vsech rozpustnych proteint, ale vyskytuji se 1 v jinych tkéanich, napt. 14-3-3c je
tkanove specificka a vyskytuje se v epithelialnich burikach, zatimco 14-3-3 t se vyskytuje
v T-burikach imunitniho systému (Mhawech, P., 2005).
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Obr. 2.10: Krystalové struktury lidskych isoforem proteinii 14-3-3 ve stuzkové
reprezentaci. -vinovad (PDB kod 1QJB). f-oranzova (PDB kod 2C23). 6-modra (PDB kéd
1YWT). y-zelena (PDB kod 2C74). y-Zluta (PDB kéd 2BOS). 6/z-fialovd s patrnou His-tag
kotvou (PDB kod 2BTP). g-Seda (PDB kod 2BR9) Prevzato z (Gardino, A.K., et al., 2006).
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U kvasinek Saccharomyces cerevisiae se vyskytuji dvé isoformy oznacované jako
Bmhl a Bmh2. Tyto isoformy se shoduji v 93 % aminokyselinové sekvence (van Heusden,

G.P., etal., 1995) a byly pfedmétem vyzkumu této disertacni prace.

2.7.5 Proteiny 14-3-3 a jejich vliv na lidské zdravi

Jak bylo popsano vyse, proteiny 14-3-3 se ucastni mnoha podstatnych bunécnych
procesu. Jako takové tedy maji vliv i na lidské zdravi a, zejména pokud dojde K jejich

defektu mutagenezi ¢i jinému, hraji roli i pfi mnoha onemocnénich.

2.7.5.1 Proteiny 14-3-3 a tumorigeneze

Tumorigeneze zacina neregulovanou bunéénou proliferaci. Aby se tomu zabranilo,
je potieba existence pln¢ funkénich signélnich drah, ve kterych casto participuji 1 proteiny
14-3-3. Jedna se naptiklad signalni drahu tyrosin kinasy, kterda ke své funkci potfebuje
aktivované Raf proteiny, jejichz aktivace v cytosolu je pozitivné regulovana pravé proteiny
14-3-3 (Freeman, A.K., Morrison, D.K., 2011). Mutace v této signalni draze usnadnuji

vznik rakoviny.

Nejvice zapojené v rakovinotvornych procesech se zdaji byt isoformy 14-3-3c a
14-3-3C. 14-3-30 nejspiS funguje jako tumor-supresor a v ptipad€ vzniku rakoviny je jeji
exprese znacné snizend, pravdépodobné umléovanim genu hypermethylaci (jako je tomu 1
u dalSich tumor-supresorovych geni). 14-3-3c reguluje pro-apoptoticky protein Bax a
regulacni protein p53 (Mhawech, P., 2005). Dulezitym aspektem u 14-3-3c je, ze jako

jedina z lidskych isoforem tvoti homo-dimery.

Oproti tomu 14-3-3( se zejména pfi inicia¢ni fazi rakoviny zvySené exprimuje. Jak
bylo popsano u rakoviny prsu, pii po¢ate¢ni nadmérné expresi 14-3-3( je mnohem vétsi
pravdépodobnost vzniku metastazi a smrti. Pravdépodobné podporuje riist rakovinnych
bun¢k a znemoziuje apoptosu. Standardni chemoterapie u piipadi, kdy dochazi
k nadmérné expresi 14-3-3(, nefunguje, zacne Gcinkovat pouze po cileném snizeni exprese

tohoto proteinu (Neal, C.L., et al., 2009).
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2.7.5.2 Proteiny 14-3-3 a neurodegenerativni onemocnéni

Nejvétsi koncentrace proteind 14-3-3 je vmozku (az 1 % vSech rozpustnych
proteintl). Vyskytuji se v neuronech a ucastni se neuronové¢ diferenciace, migrace, regulace
byt isoforma 14-3-3¢, ktera, pokud je defektni, zplisobuje u mysi rozdilny vyvin mozku,

slabnuti mozkové ktiry, umirani neuront ad. (Foote, M., Zhou, Y., 2002)

Proteiny 14-3-3 funguji jako biomarkery ve vSech neurodegenerativnich
onemocnénich, 1 kdyz jejich konkrétni funkce neni vzdy uplné jasna. U Parkinsonovy
choroby byly vtzv. Lewyho téliskach, ktera jsou tvofena agregovanym proteinem a-
synucleinem, nalezeny isoformy 14-3-3¢, v, o a (, které pravdépodobné s a-synucleinem
V nativni formé¢ interaguji. Tyto isoformy byly objeveny také v neurofibrildrnich zmétich u
Alzheimerovy choroby, které jsou tvofeny hyperfosforylovanym proteinem tau, jehoz
fosforylaci stimuluji pravé proteiny 14-3-3. Jako biomarkery slouzi i u dalSich
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Huntingtonova choroba ¢i Creuzfeld-Jacobova

nemoc (Foote, M., Zhou, Y., 2002).

Obecné lze fici, Ze proteiny 14-3-3 v CNS inhibuji apoptotické procesy, snizuji
toxicitu neurotoxinl, pomahaji pfedchazet odumirani neuronil a také se ucastni likvidace

patologicky sbalenych proteint.

Proteiny 14-3-3 hraji roli i v dal$ich typech onemocnéni, jako je diabetes,
diabeticka kardiomyopathie, roztrouSend sklerdéza a rtizné zanéty. Jejich modulace a
stimulace (napf. malymi peptidy) by mohla u n€kterych onemocnéni fungovat jako cilena

terapie (Zhao, J., et al., 2011).
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3.

Cilem

Cile prace

této prace bylo objasnéni mechanismu aktivace kvasni¢ného enzymu

neutralni trehalasy 1 (Nthl) proteinem Bmh1. Prace se zabyva identifikaci fosforyla¢nich

mist na enzymu Nthl, které jsou esencialni pro vazbu s proteinem. Dale byly zkoumany

strukturni zmény na proteinech Nthl a Bmhl po vytvoreni komplexu. Jako hlavni nastroje

pouzité ke studiu byly pouzity metody cilené mutagenese, méfeni enzymové Kinetiky,

limitované proteolyzy, analytické ultracentrifugace, CD spektroskopie, vodiko-deuteriové

(H/D) vymény a chemického zesitovani spojenych s hmotnostni spektrometrii.

Konkrétni cile prace byly nasledovné:

1.

Jaka jsou konkrétni fosforylaéni mista zodpovédna za aktivaci kvasni¢ného
enzymu Nthl prostfednictvim proteinu Bmh1?

Jaka je stechiometrie a stabilita komplexu Bmh1/Nth1?

Pomoci limitované proteolyzy identifikovat oblasti proteinu Ucastnici se
tvorby komplexu Bmh1/Nthl.

Vyznam jednotlivych fosforylaénich mist Nth1 pro interakci s proteiny Bmh
pomoci méfenim enzymatické aktivity jednotlivych mutantnich forem Nthl
in vitro.

Objasnéni strukturnich zmén na Nthl a Bmh1 pomoci H/D vymény spojené
S hmotnostni spektrometrii.

Jaké nastavaji zmény v sekundarni a terciarni struktuie obou proteinti (Nthl
a Bmh1) po vytvoreni komplexu?

Vytvoieni homologniho modelu katalytické domény Nthl a modelu
proteinu Bmhl.

Validace obou homolognich modelt proteini pomoci chemického

zesitovani (Cinidly DSS a DSG).
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4.  Pouzity material

4.1 Chemikalie

B-merkaptoethanol ...........ccceiiieie e Carl Roth GmbH (SRN)
T L0 USSR Carl Roth GmbH (SRN)
AKIYIAMI .. Carl Roth GmbH (SRN)
AMPICTIN Lo Biotika (Slovenska republika)
N I ST Sigma (USA)
DOTitd KySEliNa......coiuviiiiiiiiiie e Lachema (Ceska republika)
bromfenolova MOAT..........cooiviiiiiiii e Sigma (USA)
Coomassie Brilliant Blue R-250 .........ccccoeiiiiiiiiniiiecee e Carl Roth GmbH (SRN)
dihydrogenfosfore¢nan draselny...........ccccvvviiiiiiiiniiiiici, Lachema (Ceska republika)
1,4-dithiothreitol (DTT) ..cciee e Carl Roth GmbH (SRN)
dodecylsulfat SOANY (SDS) ...cvviiiiiiiiiieiie e Carl Roth GmbH (SRN)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného ..............cccccveenen. Lachema (Ceska republika)
EDTA (ethylendiamintetraoctova Kyselina) .........ccccovereeniiiieninnnennnns Carl Roth GmbH (SRN)
BNANOL. ..ot Lachema (Ceska republika)
EthIdIUM DromMId......ooii e Sigma (USA)
GIYCEION . s Penta (Ceska republika)
OIVCIN L Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
heptahydrat siranu nikelnat€ho ............ccccooeiiiiiiiis Penta (Ceska republika)
hydroxXid SOANY .....cceviiieiiiiiic e Lachema (Ceska republika)
ChIOramTEnIKOl ........ccoo i Sigma (USA)
chlorid draselny.........cocoviiiiiiiiiii s Lachema (Ceska republika)
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ChIOTIA SOANY .....eiiiiiiiii e Penta (Ceska republika)

chlorovodikova Kyselina ..........cccovuiiiiiiiiiiciee e Lachema (Ceska republika)
IMIAAZOL ... s Carl Roth GmbH (SRN)
IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktosid) .........ccceeeiieeieeriiieieeie e Carl Roth GmbH (SRN)
ISOPIOPANOL......iviiiiiitet et Lachema (Ceska republika)
LB Agar (LUMa/MIIEN) ..o s Carl Roth GmbH (SRN)
LB Medium (Luria/MIller) ........cccooveiieiiieseee e Carl Roth GmbH (SRN)
£S04 Y, . OSSR Serva (SRN)
METNANOL.......i i Lachema (Ceska republika)
N, N*-methylen-bis-akrylamid............ccccoooeiiniiiiis Carl Roth GmbH (SRN)
OCtOVA KYSEIINA ..o Lachema (Ceska republika)
PEroXOdiSIran AMONNY .........civiiririeieieiesie e sre et sre e Carl Roth GmbH (SRN)
Siran NIKEINALY .......ccoviiviiiii e Penta (Ceska republika)
TEMED (N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin) ...........c.cccccocenvnvnnne. Carl Roth GmbH (SRN)
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) ...........cccccceeieiieiiciciiccees Carl Roth GmbH (SRN)
4.2 Material
Amplex Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit.........cccooevveveiiieiieieiiennn, Invitrogen (USA)
dialyza¢ni membrana (Molecular weight cut off) 14000............... Carl Roth GmbH (Némecko)
DINA PIIMEIY it VBC-Genomics (Rakousko)
DPN T s New England Biolabs (USA)
E. COli BL21 (ROSELA) ....eccvveeiieiiie ettt Stratagene (USA)
E. COlIi BL2L(DES3) ....uiiiiiiiii ettt ettt ettt Stratagene (USA)
filtry 45 pm Rotilabo-Spritzflter (PVDF) ......cccccovviiiiiiiiiciiins Carl Roth GmbH (Némecko)
Chelating Sepharose Fast FIOW............ccccooviiiniiciciee Amersham Biosciences (Svédsko)
Jetquick Plastid Miniprep Spin Kit ..o Genomed (USA)



Kolony pro HPLC ........ooiiiii e Amersham Biosciences (Svédsko)

Kkoncentrator CeNtITKON .......ocueiiiiiiiiiiie e Millipore (USA)
KE@MENNE KYVELY ...vriviiiiieiiecie sttt e sre e e e be e e aneenneas Agilent (USA)
) £ST0 74, . ST New England BioLabs (USA)
NAPINE do KOION......oiviiiiiiiic Amersham Biosciences (Svédsko)
o S PP OUTUTRTUPUPRUPRN Promega (USA)
Precision Plus Protein Dual Color Standard............ccccooevvevviieiiesece e BioRad (USA)
Protease INhibitor Coctail ............ccoeiiiiieiicc e Sigma (USA)
Quick ChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit............ccooevvveneniniiennnnns Stratagene (USA)
ENPOMDIN ... Sigma (USA)
VEKEOr PET =150 ...t Invitrogen (USA)
VEKLOr PET =320 ... s Invitrogen (USA)

4.3 Pristroje

analytické vahy R160V ..o Sartorius (Némecko)
centrifuga 5415D, rotor FA5-24-11.........ccccciiiiiiiiiiieeee e, Eppendorf(SRN)
centrifuga 5804R, rOtOr A-4-44 ..ot Eppendorf (SRN)
centrifuga K80, rotor S6/6,6 .........ceciveiieiiiieiiece e MLW (SRN)
horizontalni agarosova elektroforéza............cccooevriiiiiniiiiciinnnn, Omni-bio (Ceska republika)
HPLC-AKTA . e Amersham Biosciences (Svédsko)
HTUMINATOT UVT 14-Mo..iiiiiii e Herolab (SRN)
INKUDALOT ...ttt Melag (SRN)
MasterCycler Personal............cooviiiiieiiiccie e Eppendorf (SRN)
PETIStaAltiCKA PUMPA ..o Ismatec (Svycarsko)
PH Metr JenWay 3505 .......oooiiiiiiiiieieee e Feldsted (Velka Britanie)
SONTKAtOT 3000 MISONIX ..eouveeuviiieeiiieiisiiesieeie e Cole Parmer (USA)



tiepacka Orbital inCubator .........ccvevviiiiiiiiii Gallenkamp (Velka Britanie)

UV-VIS absorpéni spektrofotometr Agilent 8453..........ccovvveiiinniiiiiieee Agilent (USA)
vertikalni polyakrylamidova elektroforéza...........ccccovveviviiiiiiein e Bio-Rad (USA)
VOANT TAZEM ..o Memmert (Némecko)
VOITEX ZX3 ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt et sbe et e e be e e e e nne e e Velp Scientifica (Italie)
zdroj pro horizontalni elektroforézu ...........cccooviiiiiiiii, Omni-bio (Ceska republika)
zdroj pro vertikalni elektroforézu Consort EV243 .........ccccociviieiviiennn, Sigma-Aldrich (USA)
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5. Metody

5.1 Klonovani DNA

DNA proteint Bmhl a Nthl byla zaklonovana do plasmidu jako fuzni proteiny
s histidinovou kotvou RNDr. Veronikou Obsilovou, Ph.D.

5.1.1 Klonovani BMH1 a BMH2 do vektoru pET-15b

Expresni vektor je kruhova DNA schopnd samostatné replikace, kterd u bakterii
slouzi k pfenosu genli mezi buitkami. Vektory, pouzivané pro expresi rekombinantnich
proteind, obsahuji tzv. selekéni markery, tedy tseky pro resistenci vii€i antibiotiku, cilové
useky pro restrikéni endonukledzy, promotor (sekvence pro zahajeni transkripce), multi-
klonovaci misto ad. Vektor pET-15b, do kterého byl zaklonovana cDNA BMH1 a BMH2,
obsahuje sekvenci pro histidinovou kotvu, tvofenou Sesti histidiny, kterd se vyuziva pti
purifikaci proteinii a v piipad¢ potieby se da odstépit. Je rezistentni vici antibiotiku

ampicilin (mapa vektoru viz obr. 5.1).

5.1.2 Klonovani NTH1 do vektoru pET-32b

Neutralni trehalasa 1 byla zaklonovana do vektoru pET-32b (Novagen). Tento
vektor obsahuje deleci 81 bazi po sekvenci kodujici His-tag (6xH)SSGLVPRGS (5819
bazi). cDNA NTHI1 (aminokyselinova sekvence 1-751) byla zaklonovana mezi mista pro

restrikéni endonukleasy Ncol a BamHI (mapa vektoru viz obr. 5.2).
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PET-15b sequence landmarks

Bpu1102 1(267)

T7 promoter 453-469 EcoR 1(5706)

T7 transcription start 452 Aat 11(5635) A

His*Tag coding sequence  362-380 Ssp 1(5517) th':‘lj(:els()::m
Multiple cloning sites Sca 1(5193) Xba 1(428)

(Ndel- BamH 1) 319-335 Pvu 1(5083) Bgl 1(494)

T7 terminator 213-259 Pst 1(4958) SgrA I(535)

lacl coding sequence (866-1945) 222'!‘(?(9715)1)
pBR322 origin 3882

bla coding sequence 4643-5500 Bsa 1(4774)

Ahd 1(4713)

Miu I(1216)
Bcl 1(1230)

BstE 11(1397)

pET-15b

AlwN 1(4236) (5708bp)

Apa |(1427)

BssH 1(1627)
Hpa 1(1722)

BspLU11 1(3820)

Sap 1(3704)
Bst1107 1(3591) PshA 1(2061)
Acc 1(3590)
BsaA 1(3572) Eag |(2284)
Tth111 1(3565) Nru 12319)

BspM 1(2399)

Bsm 1(2704)
Msc 1(2791)

Bpu10 1(2926)

Obr. 5.1: Mapa vektoru pET-15b, do kterého byly zaklonoviny Bmhl a Bmh2.

47



PET-32a(+) seq

T7 promoter 764-780 é:‘g m::)'
T7 transcription start 763 um\;(;l?(?n)
Trx+Tag coding sequence  366-692 S.l |=17')
Hise*Tag coding sequence  327-344 Bpu1102 I(80) EzgR“Is&z)
8¢ Tas cindll - ¥ BamH |(198)
SeTag coding sequence 249-293 EcoR V/(206)
Multiple cloning sites Nco 1(212)
(Ncol - Xhol) 158-217 Bgl 1l(241)

TTad dnding SGiahss . Kpn 1(238)
Hls Tag coding sequence ’H‘O }57 Dra I11(5658) l Nsp V(268)
T7 terminator 26-72 = Msc l(3s1)
lacl coding sequence 1171-2250 \5“34 5889)
pBR322 origin 3684
bla coding sequence 4445-5302 Sod SgrA 1(840)
f1 origin 5434-5889 0811009

Sph |(996)

Pvu |(4885) el
coN 1(1056)

The maps for pET-32b(+) and pET-32c(+)
are the same as pET-32a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-32b(+) is a
5899bp plasmid; subtract 1bp from each site

Pst |(4760)
ApaB |(1205)

Bsa 1(4576)
Eam1105 14357

beyond BamH I at 198. pET-32¢(+) is a 5 R g

5901bp plasmid; add 1bp to each site pET—323(+) Q

beyond BamH I at 198 except for EcoR V, (5900bp) 3 ad kisse)
X [/} BstE ll(1702)

which cuts at 209,

Bmg 1(1730)
AlwN 1(4038) Apa 1(1732)
BssH 11(1932)

Hpa 1(2027)

BspLU11 |(3622)
Sap 1(3506)

Bst1107 1(3393)

Tth111 1(3367)

BspG 1(3148)

PshA 1(2366)

Psp5 11(2628)

T7 promoter lac operator Xbal
ATAC ACTA AATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTIGTTT
Trx+Tag Msc | His+Tag
ACAT 315bp. . .CTGGCCGGTT GCCATATGCACCATCATCATC

105aa eullaGlySerG|ySerG|yH sM

S+Tag primer #69945-3
T, rimer 145-
S+Tag NspV b %gl Il Kpnl

GGTATGAAAGAAACCGC
GlyMetLysGluThrAloAlah
PET-32a(+)

E

AGATCTGGGTACC
oAspLeuGlyT

Aval

PET-32b(+

TGAGATCCGGCTGLT Ai- PET-32¢(+

GlulleArgleuleuThr

GlyTyrLeuTrplieArglleArgh

T7 terminator

ATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGRTCTTGAGGGGTTTITTTIG

CGAAAGGAAGCTGAGTTG

roGluArgLysleuSerTrpLe
T7 levmmalc:l primer '69337»13 )

pET-32a-c(+) cloning/expression region

Obr. 5.2: Mapa vektoru pET-32b, ktery navic obsahuje oznacenou sekvenci. Nthl byla

zaklonovana mezi restrikéni mista Ncol a BamH]I.

5.2 Cilena mutagenese Nthl

Pro konkrétni urceni fosforylacnich mist, zodpovédnych za vazbu Nth1 na Bmhl
bylo zapotiebi vytvofit serinové mutanty Nthl. Jednalo se o serinové zbytky na

neusporadaném N-konci molekuly, konkrétné na aminokyselinovych pozicich 20, 21, 60 a
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83. Bylo pfipraveno Sest mutantii, které obsahovaly dva serinové zbytky: Ser20+21,
Ser20+83, Ser21+60, Ser21+83, Ser60+83; dale ctyfi mutanty, které obsahovaly pouze
jeden serinovy zbytek na jedné ze Ctyf vysSe uvedenych pozicich: Ser20, Ser21, Ser60 a
Ser83. Pro kontrolu byl pfipraven mutant Nth1, ktery neobsahoval zadny serinovy zbytek

na téchto pozicich. Oligonukleotidy, navrzené na mutagenesi, jsou uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Oligonukleotidy pouZité pro cilenou bodovou mutagenesi Nth1.

NTH1 S20A_up 5" cgt caa aga aga tta gca tca cta agt gaa ttc 3°
NTH1 S20A_down 5’ gaa ttc act tag tga tgc taa tct tct ttg acg 3”
NTH1 S21A _up 5" caa aga aga tta tca gca cta agt gaa ttc 3’
NTH1 S21A_down 5’ gaa ttc act tag tgc tga taa tct tct ttg 3°
NTH1 S60A_up 5" gt acg agg act atg gcg gtt ttc gat aat g 3°
NTH1 S60A_down 5’ c att atc gaa aac cgC cat agt cctcgtac 5~
NTH1 S83A_up 5" cag act aga cgt ggt gct gag gat gac acc 3’
NTH1 S83A_down 5" ggt gtc atc ctc agc acc acg tct agt ctg 3°
NTH1 S20A_S21A _up 5" caa aga aga tta gca gca cta agt gaa ttc 3°
NTH1 S20A_S21A down | 5" gaa ttc act tag tgc tgc taa tct tct ttg 3

5.2.1 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) slouzi k amplifikaci urcité sekvence DNA (v
tomto ptipadé tseku DNA spozadovanou mutaci.) Dv€ vychozi oligonukleotidové
jednotky (viz tab. 1) hybridizuji do komplementarnich sekvenci opa¢nych vlaken DNA
¢imz ohranicuji zddanou sekvenci. Pii PCR reakci dochazi nejdiive k zahtati na 95 °C, kdy

dojde k denaturaci, tedy rozd€leni dvousroubovice templatové DNA. Poté dojde ke
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zchlazeni a tzv. annealingu, nasednuti oligonukleotidii. S pomoci DNA-polymerasy a
dNTP potom dochdzi k syntéze nové DNA podle komplementdrniho fetézce templatu ve
sméru 5°-3°. Cyklus se mnohokrat opakuje. Na PCR se pouzivaji polymerasy
z termofilnich bakterii, které vydrzi i vysoké teploty (napi. Taq, Pfu). SloZzeni PCR smési
uvedeno v Tabulce 2, program PCR viz Tabulka 3.

Pro mutagenezi byla pouzita souprava Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, USA).

Tabulka 2: SloZzeni PCR smési pro mutagenesi.

Mnozstvi koncentrace v 50 ul PCR smési
10x pufr Pfu Ultra HF 5ul
Templatova DNA 1 ul
dNTP 2,5 ul
10 mM primer Nth1_up 2 ul 400 uM
10 mM primer Nth1l_down 2 ul 400 uM
Sterilni H,O 36,5 ul
Pfu Ultra polymerasa HF 1 ul 2,5 U/ul

Tabulka 3: Program PCR v termocykleru:

1. faze 95 °C 1 min

2. faze 95 °C 30s

3. faze 49 °C 1 min

4. faze 68 °C 12 min

5. faze 68 °C 12min

6. faze 4°C Neomezené dlouho

Faze 2-4 byly opakovany 20x.
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5.2.2 Odstranéni templatové DNA

DNA v bakteriich je methylovand, aby se dala rozeznat od cizorodé DNA, kterd je
odstrafiovana tzv. restrikéné-modifikaénim systémem. Po skonceni PCR obsahuji buniky
nov¢ nasyntetizovanou DNA s pozadovanou mutaci a pivodni, templatovou DNA bez
mutace, kterd je methylovand a je potfeba ji odstranit. K tomu slouzi restrikéni
endonukleasa Dpnl, ktera methylovanou DNA specificky S$tépi. Plivodni DNA byla
odstranéna ptidanim 30 U (1,5 pl) enzymu Dpnl (20000 U/ml) a inkubaci této Smési po
dobu 90 minut pii teploté 37 °C.

5.2.3 TBE agarosova elektroforesa

TBE agarosova elektroforesa byla pouZita ke kontrole DNA vzniklé PCR reakci.

1 % agarosovy gel byl vyroben z 0,8 g agarosy a 80 ml 1xTBE pufru. Agarosa byla
rozpusténa zahifivanim v Erlenmeyerové baiice v mikrovinné troubé a poté opatrné
zchlazena pod tekouci vodou. Stale tekutd smés byla nalita do stojanu na horizontalni
elektroforesu, do ni byl vlozen hieben na vytvoreni jamek. Po ztuhnuti gelu byl gel vlozen
do elektroforetické vany a prevrstven 1XTBE pufrem. Do jamek byl nanesen standard
velikosti DNA a vzorky PCR produktii (15 pl PCR produkt+5 pl 6xLoading Dye Solution
(Fermentas)+10 pl sterilni H,0.)

Ptistroj byl pfipojen ke zdroji stejnosmérného napéti okolo 70 V, elektroforesa
probihala kolem 120 minut. Vizualizace DNA byla provedena vloZzenim na 20 minut do
roztoku ethidiumbromidu (0,01 % w/v), ktery se specificky vaze mezi jednotlivé baze
DNA a je viditelny v UV zéfeni.

Slozeni pufru:

1x TBE pufr: 40 mM Tris-HCI pH 8,0, 90 mM H3BOs, 2 mM EDTA pH 8,0
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5.2.4 Transformace DNA do kompetentnich bunék pomoci

teplotniho Soku

Aby se dostala DNA dovnitt bun¢k E.coli kde dale dochazi k jeji replikaci nebo
expresi, musi se provést transformace pomoci teplotniho Soku, kdy se rozrusi bunécné

stény a plasmidova DNA se dostane dovnitf.

Po odstranéni methylované DNA a kontrole na TBE elektroforese se smichalo 3 ul
vzniklé DNA se 30 ul smési kompetentnich bunék E. coli TOP 10. Smés byla inkubovana
20 minut na ledu (0 °C), poté byla ponofena na 45 sekund do vodni lazné o teploté 42 °C
(tzv. heat shock), opét inkubovana na 2 minuty na ledu a nakonec bylo pfidano 300 pl LB

média o teploté 37 °C a smés byla inkubovana za konstantniho ttepani pii 37 °C 1 hodinu.

Poté byla smés bunck steriln¢ rozetiena na Petriho misku s LB agarem,
vytemperovanou na 37 °C a buniky byly ponechany pies noc v inkubéatoru ve 37 °C.

Slozeni tekutého a pevného LB média je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni tekutého a pevného LB média

sloZeni tekutého LB média | sloZeni pevnvch agarosovych misek s ampicilinem

trypton 109 trypton 109
kvasni¢ny e

extrakt 50 kvasni¢ny extrakt 50

NaCl 10¢g NaCl 109

H.0 doplnitdo 1| | agar 159
vysterilizovat H.0 doplnitdo 1|

Vysterilizovat

po ochlazeni ptidat ampicilin do finalni
koncentrace 100 pg/ml
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5.2.5 Izolace plasmidové DNA

Z kolonii, vyrostlych pies noc na Petriho miskach, byla odebrana vzdy jedna
kolonie sterilni kli¢kou a pfenesena do 5 ml tekutého LB média s antibiotikem ampicilin o
finalni koncentraci 100 pg/ml. Tato smés byla inkubovana za konstantniho tfepani piti 37

°C po dobu asi 15 hodin.

Dalsi den byla z narostlé bunécéné kultury provedena izolace plasmidové DNA
pomoci sady JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed, SRN) podle podrobného
navodu a s pouzitim piedem ptipravenych roztokiit G1-G4, TE (slozeni viz nize). Strucny

popis postupu:

1. Resuspendace bunék roztokem G1, ktery obsahuje RNAsu (Gplna degradace
RNA)

2. Lyze bun¢k roztokem G2, ktery obsahuje NaOH a SDS

3. Neutralizace octanem sodnym, ktery pasobi precipitaci chromatinové DNA a
nezadoucich proteint; jejich odstranéni centrifugaci

4. Supernatant s volnou DNA pifenesen na kolonku, kterd byla 2x promytd
ethanolem

5. Eluce plasmidové DNA z kolonky TE pufrem vytemperovanym na 65 °C

Nasledné byla DNA zaslana na sekvenaci a v piipadé uspésného ovéfeni mutace

byla transformovana do expresnich kment E. coli.

Slozeni pouzivanvych roztoku:

o G1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAsa A
o G2:200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)

o G3: acetat a guanidin chlorid

o G4: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI

o TE: pufr 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
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5.2.6 Transformace @DNA do expresnich kmenit

Escherichia coli

Pro expresi rekombinantnich proteind byl pouzit tzv. bakterialni expresni systém.
Oproti jinym systémim (napf. kvasinkovému, z hmyzich nebo sav¢ich bun¢k) mé vyhodu
rychlého bunécného rastu, minimalnich pozadavkl na ristové médium a velkého mnozstvi
exprimovaného proteinu. Na druhou stranu ovSem exprimuje proteiny bez post-
translacnich modifikaci, které se v ptipadé potfeby musi vytvafet dodatecné. V tomto
ptipadé¢ byly pouzity geneticky modifikované bakterie E. coli, kmeny BL21(DE3) a

Rosetta.

5.2.6.1 Kmeny BL21(DE3) a Rosetta™

BMH1 a BMH2 byly transformovany do kmenu BL21(DE3). Gen DE3 v téchto
bunkach spousti syntézu T7 polymerasy. Buiky dale obsahuji gen lacl, ktery koduje tzv.
lac represor; ten v nepfitomnosti induktoru IPTG naseda na tzv. lac promotor, coz je
protomor genu DE3. Lac promotor tedy zabrafiuje syntéze T7 RNA polymerasy dokud se
neptida induktor IPTG, ktery na sebe navaze lac represor a tim se spusti syntéza T7 RNA

polymerasy a tim 1 transkripce rekombinantniho proteinu.

NTH1 byla transformovana do bunék Rosetta™. Jednd se o kmen BL21,
modifikovany pro expresi eukaryotickych proteint v bakterialnich bunkach, ktery obsahuje
navic sedm tRNA kodont, které se malokdy vyskytuji v E. coli. Diky tomu tento kmen
zprostfedkovava ,,univerzalni“ translaci v pfipadech, kdy by byla tranlasace limitovana
kodony vlastnimi E. coli. Tento kmen obsahuje resistenci na chloramfenikol. Kmen
Rosetta byl pro Nth1 pouZit z toho diivodu, zZe jeji vytézky v kmenu BL21(DE3) byly nizké

a exprese neefektivni.

5.2.6.2 Transformace

Transformace BMH1, BMH2 a NTH1 do bakterii E. coli BL21(DE3) a Rosetta

byla provedena metodou teplotniho Soku, viz kap. 5.2.4.
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5.2.7 Péstovani bunék a glycerolovy roztok bakterialni

kultury

Z misek s narostlou bakterialni kulturou byly kolonie sterilné¢ pieneseny do 5 ml
tekutého LB média (37 °C), které obsahovalo v ptipadé Bmh proteind ampicilin o finalni
koncentraci 100 pg/ml, v piipadé Nthl ampicilin o finalni koncentraci 100 pg/ml a
chloramfenikol o finalni koncentraci 100 pg/ml. Smés byla inkubovana za konstantniho

titepani 200 rpm pii 37 °C po dobu asi 15 hodin.

Narostlé kultury byly bud’ pouzity na expresi proteinti (viz niZze) nebo na vyrobeni
glycerolovych roztokl. Pro uchovani neporusenych bun¢k pii dlouhodobém skladovani
bunécnych kultur se k bunikdm piidava sterilni glycerol do finalni koncentrace 30 %. K 700
pl narostlé bunééné kultury se ptfidalo 300 pl sterilniho glycerolu a po promichéani byla

smés ulozena do -80 °C.

5.2.8 Exprese a purifikace rekombinantnich proteini
Bmhl

5.2.8.1 Heterologni exprese proteinit Bmh v E. coli

Narostla bakterialni kultura Bmhl nebo Bmh2 ve vektoru pET-15b v bunkach
BL21(DE3) byla ptfenesena do bané s 1 | tekutého LB média obsahujici ampicilin o finalni
koncentraci 100 pg/ml a inkubovédna za konstantniho tfepani 200 rpm pfi teploté 37 °C.
PribéZné byla méfena absorbance pii vlnové délce 600 nm a po dosazeni absorbance 0,8
byla provedena indukce IPTG do findlni koncentrace 0,5 mM. Exprese probihala za

konstantniho tfepani pii 37 °C po dobu asi 20 hodin.

Poté byly bunky centrifugovany 20 min pfti teploté¢ 4 °C pii otackadch 3400 rpm
(rotor S6/6,6). Pelety byly vortexem resuspendovany ve 2x lyza¢nim pufru a nasledné¢ byly
zamrazeny, aby doslo k rozruSeni bunécnych stén pred sonikaci. Na peletu z 1 | bylo

pouZito asi 30 ml lyzaéniho pufru.
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Slozeni pufri:

2x lyzaéni pufr: 1x PBS pH 7,4, 1 M NaCl, 2 mM imidazol, 4 mM B-merkapto
ethanol

1x PBS pufr: 138 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 2mM KH,PO,, pH

upravit na 7,4

5.2.8.2 Sonikace bunék

Pti sonikaci se pomoci ultrazvuku rozrusuji bunééné stény bakterii, aby mohl byt
rekombinantni protein uvolnén do roztoku. Suspenze bunék v 2x lyzacnim pufru se
nechala rozmrazit na ledu a poté se k ni ptidal lysozym do finalni koncentrace 100 pg/ml.
Lysozym je enzym, ktery se ziskdva z vajecnych bilkli a ma antibiotické ucinky diky
Stépeni peptidoglykanti bunééné stény bakterii. Suspenze s lysozymem byla inkubovéna za

stalého michani 20 min pii 4 °C.

Samotna sonikace probihala na sonikatoru Sonicator3000 Misonix (Cole-Palmer,

USA) pfi teploté 0 °C nasledovné:
Pulsy 10 s (vykon 57 W)
Pauzy 20 s
Cyklus probihal do celkovych 20 min sonikace.
V pribehu byl proces sonikace nékolikrat pferuSen a suspenze promichdna.

Po ukonceni sonikace byl tzv. sonikat centrifugovan po dobu 45 min pii teploté 4
°C a otackach 135000 rpm (rotor 3746). Supernatant, ktery obsahoval rekombinantni

proteiny, byl pouzit pro afinitni chromatografii nebo skladovan pii -80 °C.

5.2.8.3 Niklova chelatacni chromatografie

Niklova chelata¢ni chromatografie patii mezi afinitni chromatografie. Je to metoda,
zalozena na interakci iontl pfechodnych kovi s ligandy. Jako stacionarni faze se pouZziva
chelatujici sepharosa (iminodiacetat-sepharosa, Amersham Biosciences, Svédsko) a na ni

navazané dvoumocné kationty niklu Ni** (viz obr. 5.3). Na ionty Ni%, které jsou
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chelatovany iminodiacetatem, se vazi rekombinantni proteiny, obsahujici histidinovou

kotvu (Sest histidint v fad¢ za sebou).

f.

[
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I
R S

Obr. 5.3: Interakce mezi histidinem a niklovo-sepharosovou matrici

Kolonka naplnéna chelatujici sepharosou (5 ml) byla pfipojena k peristaltické

pumpé a byla promyvana rychlosti 3 ml/min a promyta vodou.

Postup promyvani kolonky:

1. 15ml H,O

2. 60 ml 0,1 M NiSO, — aktivace kolony a navazani Ni** na sepharosu

3. 15ml H,0O

4. 15 ml pufru E

5. supernatant ziskany centrifugaci po sonikaci bunék — navazani proteini

s histidinovou kotvou

6. 60 ml pufru E

7. 60 ml 10 % pufru F v pufru E (0,06 M imidazol) — odstranéni nespecificky
vazanych proteinil

8. Eluce 100 % pufrem F (0,6 M imidazol)

Proteiny byly eluovany bez pouziti peristaltické pumpy. Eluat se jimal do
zkumavek eppendorf po rysku, tedy 1,5 ml, celkem deset frakci. Zkumavky byly umistény

Vv ledu (0 °C), kolonka byla chlazena navlh¢enou bunicinou.
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Nasledné byla provedena SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9) pro kontrolu kvality a
Cistoty proteinli. Regenerace kolonky byla provedena promytim vodou a Stripp solution.

Pro uchovani byla sepharosa skladovana ve 20 % roztoku ethanolu.

Slozeni pufru a roztoku:

Pufr E: 1xPBS; 0,5 M NaCl; 1 mM imidazol; 2 mM B-merkapto ethanol; pH nesmi

byt niZsi nez 7,4

Pufr F (pH 8): 1xPBS; 0,5 M NaCl; 0,6 M imidazol; 2 mM B-merkapto ethanol; 10
% (wi/v) glycerol

Stripp solution: 0,5 M NaCl; 0,1 M EDTA

5.2.8.4 Dialyza

Dialyza je déj, pfi které prechazi latky pfes polopropustnou membranu z Casti o
vys$si koncentraci do ¢ésti o niz§i koncentraci. Pfi purifikaci proteinil se dialyza pouziva

jako metoda k odfiltrovani nizkomolekularnich latek z roztoku proteinu (napt. imidazolu).

Roztok proteinu byl umistén do polopropustné membrany (cut-off 14000) a
membrana byla vlozena do 1 I pufru, umisténa do 4 °C a dialyza probihd za stalého

michani po dobu asi 15 hod.

SloZeni pufru:

Dialyza¢ni pufr (po niklové chelata¢ni chromatografii): 20 mM Tris-HCI (pH 7,5);
5mM EDTA,; 2 mM B-merkaptoethanol; 10 % (w/v) glycerol

5.2.8.5 Thrombinové Stépeni

Histidinova kotva na N-konci Bmh proteint byla odstépena thrombinem. Thrombin
je proteasa, ktera rozpoznava sekvenci Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser a specificky S$tépi
peptidovou vazbu mezi Arg a Gly, ¢ehoz vyuzivd mnoho vektorovych systémi. Do
dialyza¢ni membrany byly pfidany 2 U thrombinu na 1 mg proteinu a dialyza probihala 24

hod za stalého michani pti 4 °C.
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Kontrola odstépeni histidinové kotvy byla provedena pomoci SDS-PAGE (viz kap.

5.2.8.9). Thrombin byl z roztoku s proteinem odstranén pies benzamidinovou kolonku.

Slozeni pufru:

Dialyza¢ni pufr (pro thrombinové §tépeni): 20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 10 % (w/v) glycerol

5.2.8.6 Aniontové vyménnda chromatografie

Iontové vyménna chromatografie vyuziva afinitu iontd (v tomto piipadé proteinti)
K ménici. Proteiny 14-3-3 jsou kyselé, pti pH 8,0, které se pouziva v aniontové
chromatografii, maji tedy zaporny naboj a vazou se na kvarterni amonium Mono-Q
Sepharosy. Kolona o objemu 1 ml byla naplnéna pevnou fazi MonoQ Sepharosou
(Amersham Biosciences, Svédsko) a piipojena k piistroji HPLC AKTAprime™

(Amersham Biosciences). Ke zpracovani vyslednych dat byl pouzit program Unicorn 5.01.

Kolona se ekvilibrovala pufrem HQ-E pH 8,0 a poté na ni byl nanaSen vzorek pii
pratokové rychlosti 1 ml/min. Nésledné byla provedena eluce linearnim gradientem NaCl
(od 0 M do 1 M NaCl) (pufr HQ-F) do Sestinasobku délky kolony. Tlak v kolon¢ byl 0,4
MPa, pufry byly vychlazeny na 4 °C. Frakce byly jimany po 1,5 ml.

Nasledné byly frakce naneseny na gel SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9) kvili kontrole

Cistoty. Roztok proteint byl dale purifikovan.

Slozeni pufri:

Pufr HQ-E: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM DTT

Pufr HQ-F: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 M NaCl; 1 mM DTT

5.2.8.7 Zakoncentrovani proteinu

Zakoncentrovani vzorkil bylo provadéno ultrafiltraci v koncentratoru Centricon
YM-10 (Millipore, USA), v Centrifuge 5804R s rotorem A-4-44 pti 4 °C, 2500 rpm, po

dobu piiblizné 15 minut, dokud roztok proteinu nedosahl 0,5 ml.
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5.2.8.8 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie slouzi k déleni molekul podle velikosti, v tomto
ptipad¢ tedy k odstranéni necistot, zejména agregatli proteind, které se nahromadily béhem
predchozich purifikacnich kroka. Z kolony jsou vymyvéany nejdiive velké molekuly, které

nemohou pronikat do port gelu a teprve poté mensi molekuly, které difunduji do gelu.

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na pfistroji AKTAprimeTN|

(Amersham Biosciences, Svédsko) pro HPLC, na kterém byla piipojena kolona Superdex
75 10/300 (Amersham Biosciences, Svédsko). Na vyhodnocovani dat byl pouZivan

program Unicorn 5.01, ktery se dodava spolu s pfistrojem.

Kolona byla nejdiive promyta vodou a nasledn¢ ekvilibrovana pufrem pfi
pritokové rychlosti 0,5 ml/min, dokud se neustalila vodivost. Poté bylo na kolonu
naneseno 0,5 ml vzorku. Déleni vzorku probihalo ve stejném pufru jako ekvilibrace kolony
pfti rychlosti 0,5 ml/min. Pufr byl vychlazen na 4 °C, tlak v koloné byl 0,43 MPa. Frakce
byly jimany po 0,5 ml.

Nasledné byly frakce naneseny na gel SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9), kvuli kontrole
Cistoty a vybrané frakce se sloucily. Stanoveni koncentrace proteinii se provadélo na
spektrofotometru Agilent méfenim absorbance roztoku pii vinové délce 280 nm. Extinkéni
koeficienty pii vinové délce A = 280 nm byly stanoveny pomoci programu ProtParam tool
na serveru www.expasy.org, molekulova hmotnost monomeru Bmhl je 30 kDa (viz
Tabulka 5 na stran¢ 65).

Dlouhodobg se proteiny uchovavaji pti -80 °C.

Slozeni pufru: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 10 % (w/v)
glycerol; 5 mM DTT

5.2.8.9 Vertikadlni elektroforesa vV polyakrylamidovém gelu
V denaturujicim prostiedi dodecylsiranu sodného

(SDS-PAGE)

SDS-PAGE (z anglického Sodium Dodecyl Sulfate Polyacril Amide Gel

Electrophoresis) byla provadéna po kazdém purifika¢nim kroku z diivodu kontroly Cistoty

60


http://www.expasy.org/

proteini a vybéru vhodnych frakci. Jednd se o elektromigracni metodu, ktera separuje
nabité Castice v elektrickém poli podle velikosti. Dodecyl siran sodny proteiny denaturuje a
dodd vSem zdporny naboj, takze se v elektrickém poli pohybuji vSechny od katody
k anod¢. Velké molekuly se v polyakrylamidovém gelu pohybuji pomaleji nez malé

molekuly.

Byla sestavena aparatura (Bio-Rad, USA) a poté byl piipraven roztok 15 %
separacniho gelu, ktery se nalil mezi skla a pfevrstvil isopropanolem. Po zpolymerovani
gelu byl isopropanol vylit a pfevrstven roztokem zaostfovaciho gelu, do kterého se vlozil
hiebinek na vytvoreni jamek. Po zpolymerovani zaostfovaciho gelu byl hiebinek opatrné

vyjmut.

Do zlabka po hiebinku byl nanesen standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad,
USA), ktery obsahuje fragmenty o molekulové hmotnosti 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100,
150 a 250 kDa a vzorky. Ty byly nejdfiv smichany s 5x vzorkovym pufrem, ktery obsahuje
B-merkapto ethanol, ktery rozruSuje tercidrni a kvarterni proteinové struktury a poté
povareny asi 1 min ve vodni lazni o teploté¢ 100 °C. Standard molekulovych hmotnosti a

vzorky po povareni byly na gel nanaseny Hamiltonovou pipetou.

Elektroforesa byla provadéna na piistroji Consort EV 243 (Sigma-Aldrich, USA) o
pouzitém napéti 200 V po dobu asi 1 hod. Pro separaci Bmh1 proteinu byly pouzity 15 %
gely. Po ukonceni elektroforesy byla aparatura rozebrana, gel opatrné sundan a obarven

V barvicim roztoku po dobu asi 1 hod a poté odbarven v odbarvovacim roztoku.

Slozeni geld a roztoka:

Separacni gel (15 %): 3,75 ml smési akryl/bis-akrylamid; 2 ml pufru pro separaéni
gel; 1,75 ml vody; 75 pul 10 % peroxodisiranu amonného; 8 ul TEMED

Zavadéci gel (4 %): 0,5 ml smési akrylamid/bis-akrylamid; 1 ml pufru pro
zavadeéci gel; 2,25 ml vody; 75 pl 10 % peroxodisiranu amonného; 8 ul TEMED

Smés akrylamid/bis-akrylamid: 29,2 g akrylamidu; 0,8 g bis-akrylamidu; doplnit
vodou do 100 ml

Pufr pro separacni gel: 75 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 4 ml 10 % SDS; 21 ml
vody
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Pufr pro zavadéci gel: 50 ml Tris-HCI (pH 6,8); 4 ml 10 % SDS; 46 ml vody

Vzorkovy pufr (5x koncentrovany): 0,6 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 5 ml 50 %
glycerolu; 2 ml 10 % SDS; 0,5 ml B-merkapto ethanol; 1 ml 10 % bromfenolové

modfi; 0,9 ml vody

Vodici pufr pro elektroforesu (1x): 25 mM Tris-HCI (pH 8,3); 192 mM glycin;
0,1 % SDS

Barvici roztok: 1 g Coomassie Brilliant Blue R-250; 450 ml methanolu; 100 ml

ledové kyseliny octové; 450 ml vody

Odbarvovaci roztok: 100 ml methanolu; 100 ml ledové kyseliny octové; 800 ml

vody

5.2.9 Exprese a purifikace rekombinantniho proteinu Nth1

WT a jeho mutanti

Exprese a purifikace neutrdlni trehalasy 1 a jejich mutantl probihaly stejnym
zptisobem jako purifikace Bmhl, s rozdily v postupu zplsobenymi rozdilnou velikosti,

stabilitou a pl proteinu.

5.2.9.1 Heterologni exprese proteinu Nthl v E. coli

Narostl4 bakteridlni kultura Nth1 ve vektoru pET-32b v buiikdch Rosetta™ byla
pfenesena do bané s 1 | tekutého LB média obsahujici ampicilin o finalni koncentraci 100
pg/ml a chloramfenikol o findlni koncentraci 34 pg/ml a inkubovéna za konstantniho
trepani 200 rpm pfi teploté 37 °C. Prubézné byla méfena absorbance pfi vinové délce 600
nm a po dosazeni absorbance 0,6 byla provedena indukce IPTG do finalni koncentrace 0,5

mM. Exprese probihala za konstantniho tfepani pii 25 °C po dobu asi 16 hodin.

Postup a slozeni pufrii viz kap. 5.2.8.1.
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5.2.9.2 Sonikace bunék

Suspenze bunék v 2x koncentrovaném lyza¢nim pufru se nechala rozmrazit na ledu
a poté se k ni pridal lysozym do finalni koncentrace 100 pg/ml. Suspenze s lysozymem
byla inkubovana za stalého michani 20 min pii 4 °C a poté do ni byl pfidan 1 ml 0,1 M
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluorid; inhibitor serinovych proteas) a jedna rozpusténa
tableta Inhibitor proteas v 1 ml pufru E (viz kap. 5.2.8.2).

Samotna sonikace probihala na sonikatoru Sonicator3000 Misonix (Cole-Palmer,

USA) pfi teploté 0 °C nasledovné:
Pulsy 3 s (vykon 57 W)
Pauzy 17's
Cyklus probihal do celkovych 15 min sonikace.
V pribéhu byl proces sonikace n¢kolikrat pferuSen a suspenze promichéana.

Dalsi postup viz kap. 5.2.8.2.

5.2.9.3 Niklova chelatacni chromatografie

Postup niklové chelata¢ni chromatografie a slozeni pufrti viz kap. 5.2.8.3. Po

navazani Nth1 na niklové ionty byla kolonka promyta 400 ml pufru E (krok €. 6).

5.2.9.4 Dialyza

Frakce vybrané po SDS-PAGE byly dialyzovany pies noc proti pufru, viz kap.
5.2.8.4.

5.2.9.5 Thrombinové Stépeni

Z N-konce Nthl bylo tieba odstranit histidinovou a thioredoxinovou kotvu lidskym
thrombinem. Bylo pouzito 5 U thrombinu na 1 mg proteinu. Thrombin se ptidal do
dialyza¢ni membrany k proteinu a dialyza probihala po dobu 8 hod za stalého michéni pii

4 °C. Poté byla membrana pienesena do 1 1 pufru E pro kationtovou vymeénu, kde byla za
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stalého michani ve 4 °C inkubovana po dobu asi 12 hod. Kontrola odStépeni kotvy byla
provedena pomoci SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9) a thrombin byl odstranén pftes

benzamidinovou kolonku.

SloZeni pufri:

Dialyza¢ni pufr (pro thrombinové §tépeni): 20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 10 % (w/v) glycerol

Pufr E pro kationtovou vyménu (pH 6): 50 mM kyselina citronova; 1 mM

EDTA; 2mM DTT

5.2.9.6 Kationtové vyménnd chromatografie

Iontové vyménna chromatografie vyuziva afinitu iontd (v tomto ptipadé proteini)
Kk ménic¢i. Nthl s odstranénou thioredoxinovou a thrombinovou kotvou ma pl 7,69. Pokud
je pH pufru < pl proteinu, ma protein kladny naboj a lze ji separovat na katexu, v tomto
pripadé na MonoS Sepharose. Kolona o objemu 1 ml byla naplnéna pevnou fazi MonoS
Sepharosou (Amersham Biosciences, Svédsko) a pfipojena k pfistroji HPLC
AKTAprime™ (Amersham Biosciences), chromatografie probihala v prostiedi pH 6 (viz

pufr E.) Ke zpracovani vyslednych dat byl pouzit program Unicorn 5.01.

Kolona se ekvilibrovala pufrem E pH 6,0 a poté na ni byl nanasen vzorek pfi

prutokové rychlosti 1 ml/min. Nasledné byla provedena eluce linedrnim gradientem NaCl
(od 0 M do 1 M NaCl) (pufr F) do Sestinasobku délky kolony. Tlak v kolon¢ byl 0,4 MPa,
pufry byly vychlazeny na 4 °C. Frakce byly jimany po 1,5 ml.

Nasledné byly frakce naneseny na gel SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9) kvili kontrole
Cistoty. Roztok proteint byl dale purifikovan.

Slozeni pufri:

Pufr E pro kationtovou vyménu (pH 6): 50 mM kyselina citrénovd; 1 mM

EDTA; 2mM DTT

Pufr F pro kationtovou vyménu: 50 mM kyselina citronovéd; | mM EDTA; 2 mM
DTT; 1 M NaCl
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5.2.9.7 Zakoncentrovani proteinu

Roztok proteini byl pfed gelovou permeacni chromatografii zakoncentrovan viz

kap. 5.2.8.7.

5.2.9.8 Gelova permeacni chromatografie

Princip a postup metody viz kap. 5.2.8.8, byla pouzita kolona Superdex 200.

Koncentrace proteinu byla urCena spektrofotometricky pii 280 nm. Extin¢ni

koeficient byl stanoven pomoci serveru Www.expasy.org a programu ProtParam. Extinéni

koeficienty a molekulova hmotnost proteind viz Tabulka 5.

Tabulka 5: Extinéni koeficienty a relativni molekulovd hmotnost proteinit Bmhl a Nthl.

Protein

Extincni koeficient
pFi 2280 nm [dm’gcm™]

Relativni molekulova

hmotnost [Da]

Bmhl WT s odstépenou

- 0,960 30091

histidinovou kotvou
Bmh1 WT s histidinovou kotvou | 0,907 31842
Bmh2 WT s odstépenou

0,930 31061
histidinovou kotvou
Bmh2 WT s histidinovou kotvou | 0,868 33266
Nthl WT s odstépenou
histidinovou a thioredoxinovou | 1,487 86453
kotvou
Nthl WT s histidinovou a

1,422 100218

thioredoxinovou kotvou

5.2.10 Fosforylace Nthl

Pro ucely dalSiho méfeni byla neutrdlni trehalasa 1 WT a jeji mutanty

fosforylovany PKA. K roztoku proteinu se ptidalo 0,75 M ATP, 20 mM MgCl, a 80 U

PKA (Promega) na 1 mg proteinu. Smés byla inkubovana 2 hod ve vodni lazni o teploté 30
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°C a poté 15 hod pii 4 °C. Fosforylace byla ovéfena jak pomoci hmotnostni spektroskopie,

tak pomoci nativni elektroforesy.

5.2.11 Hmotnostné spektrometricka analyza Nth1

Hmotnostné spektrometrickd (MS) analyza Nthl byla provadéna pro kontrolu
aminokyselinové sekvence proteinu a zejména kvuli urceni fosforylacnich mist. Tato
analyza byla provedena doc RNDr. M. Sulcem, Ph.D., z P¥irodovédecké fakulty University
Karlovy v Praze, katedra Biochemie.

Konkrétni protein byl nejdiive nanesen na 8 % gel SDS-PAGE (viz kap. 5.2.8.9.)
Ze z6n migrace se separovaly ¢asti odpovidajici molekulové hmotnosti proteinu, které byly
pfimo na gelu Stipany trypsinovou endoproteasou (Promega.) Cysteiny byly modifikovany
iodoacetamidem, aby se nemohly vytvaret disulfidové vazby. Vzniklé smési peptidi byly
extrahovany 30 % acetonitrilem a 0,1 % trifluoroctovou kyselinou. Méteni bylo provadéno
na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru UltraFLEX III (Bruker-Daltonics, Némecko)
S dusikovym laserem (337 nm). Spektra byla kalibrovdna na zdkladé podobnych
monoisotopickych ionti rekombinantnich proteini se zndmou sekvenci nebo

monoisotopickych iontd z PepMixIl kalibrantu (Bruker-Daltonics, Némecko).

5.2.12 Analyticka centrifugace (AUC)

Sedimenta¢ni analyza, provadénd na analytické ultracentrifuze, slouzi
k charakterizaci Castic z hlediska jejich molekulové hmotnosti, sedimenta¢niho koeficientu
a hydrodynamickych vlastnosti, coZ vede k urceni velikosti, tvaru a distribuci ¢astic a také
K urCeni rovnovaznych konstant. Pomaha také pii ureni stechiometrie vazby a sily
interakce mezi molekulami. V tomto piipadé slouzila AUC k objasnéni charakteru a

stechiometrie komplexu Bmh1:Nthl.

Experiment byl provadén na pfistroji ProteomLab XL-I (Beckman Coulter) RNDr.
L. Rezabkovou, Ph.D., z Piirodovédecké fakulta University Karlovy v Praze, katedra
Biofyzikalni chemie. Vzorky byly dialyzovany proti pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 200 mM NaCl a 2 mM B-merkaptoethanol tésné pied analyzou. Samotné méfeni

sedimenta¢nich koeficientl proteini Bmh1, Nthl WT a Nth1 mutantl bylo provadéno pfi
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koncentracich 0,5 — 10 uM, ve 20 °C a rychlosti rotoru 42000 nebo 48000 rpm. Data byla

naméiena pii vinové délce 280 nm a zpracovana pomoci programi SEDFIT a SEDPHAT.

5.2.13 Limitovana proteolyza

Dalsi metodou, ktera objasnuje charakter interakce a stability proteinl, je
limitovana proteolyza. Konkrétné se jednalo o rozdil v rychlosti a zpiisobu Stépeni Nthl

samotné a v komplexu s Bmhl.

Vzorky proteinti obsahovaly 50 pug Nth1l nebo pNthl (fosforylovana Nth1), nebo 30
ug Bmhl (molarni objem mezi Nthl a Bmhl byl 1:2) v pufru obsahujicim 20 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM DTT a 10 % w/v glycerol. Byly inkubovany ve 25 °C
s 50 ng trypsinu nebo chymotrypsinu v poméru w/w proteasa/protein ptiblizné 1:1000. V
ruznych Casovych tsecich od 0 do 30 min byla reakce zastavena ptidanim SDS-PAGE a
varem. Polypeptidy byly separovany na 10 % SDS-PAGE gelu a obarveny pomoci
Coomassie Brilliant Blue R-250 (viz kap. 5.2.8.9). Polypeptidy Nthl a pNthl byly
analyzovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (viz kap. 5.2.11).

5.2.14 Méfeni enzymové aktivity in vitro

Enzymova aktivita neutrdlni trehalasy 1 byla méfena pro WT a vSechny mutanty, k
identifikaci serinti, zodpovédnych za vazbu k Bmh a tim aktivaci enzymu. Byla pouzita
enzymova stop-analyza, ktera méii produkci glukosy (kterou vytvaii aktivni Nthl z

trehalosy) pomoci Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase Assay Kit (Invitrogen).

Tento experiment je zaloZen na spfaZenych enzymovych reakcich. Kit obsahuje
enzymy b-glukosidasu, glukosooxidasu a kfenovou peroxidasu, substratem je Amplex
UltraRed. Glukosa je pomoci glukosa oxidasy pfeménéna na D-glukonolakton a peroxid
vodiku, ktery reaguje pomoci kienové peroxidasy s Amplex UltraRed za vzniku barevného
resorufinu, ktery je detekovatelny pii vinové délce 571 nm. Mnozstvi glukosy je

ekvimolarni vyslednému produktu resorufinu.

Proteiny byly v pufru 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 10 % (w/v)
glycerol, s pfidavkem trehalosy 0-30 mM, ve finalni koncentraci 80 nM Nthl a 12 uM
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Bmh. Objem reakeni smési byl 50 ul, ke 40 pl roztoku proteinu (samotné Nth1 nebo smés
Nth1+Bmh) bylo po inkubaci 5 min ve 30 °C piidano 10 pl roztoku trehalosy o urcité
koncentraci. Smés byla promichana a inkubovana pti 30 °C po dobu 30 s. Reakce byla

zastavena varem po dobu 3 min.

Ke kazdému vzorku bylo poté piidano 50 pl roztoku Amplexu, ktery detekuje
uvolnénou glukosu, dle ndvodu vyrobce. Smés byla inkubovana 40 min pii 37 °C a data
byla naméfena pii vlnové délce 571 nm. Vysledné hodnoty byly proloZeny rovnici

Michacelise a Mentenové v programu Origin 8.0 (OriginLab Corp., USA).

5.2.15 Cirkularni dichroismus (CD spektroskopie)

Cirkularni dichroismus (dale CD) je dusledek optické aktivity roztoku biomolekul.
Pomoci CD se méii rozdil v absorbanci pro levotocivé a pravoto¢ivé kruhoveé polarizované
svétlo, coz je zpisobeno chiralitou samotné molekuly ¢i chiralitou prostiedi. Proteiny
obsahuji mnoho chromoforti, kter¢é mohou zvysit CD signdl. Jednd se o aromatické
kyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan), dihedralni uhel disulfidickych vazeb, nékteré

neproteinové ¢asti (hem, flavin, bakteriochlorofyl ad.) ¢i navazané ligandy.

CD spektra se méii v oblasti tzv. vzdaleného UV (240-180 nm), coz koresponduje
s absorpci zpusobenou peptidovymi vazbami. V této oblasti d4 analyza CD spekter
informace o sekundarni struktufe proteinu — a-helixech a -skladanych listech. CD spektra
se dale mohou méfit v oblasti tzv. blizkého UV (320-260 nm), kde absorbuji zbytky

aromatickych aminokyselin a tim miZeme ziskat informace o terciarni struktufe proteinu.

Diky relativni nenaroc¢nosti méfeni CD spekter je tato metoda ¢asto vyuZivana pro
charakterizaci proteint, jejich struktury, strukturnich zmén a interakei protein-ligand. Dale
se pomoci CD spekter urcuje také stabilita proteini, strukturni integrita membranovych
proteinti a dynamika proteinového sbalovani (Kelly, S.M., Price, N.C., 2000). V této praci
byla tato metoda pouZita na zpfesnéni Udaji o strukturnich zménach na proteinech Nthl a

Bmhl pied a po vytvofeni vazby.

CD spektra ve vzdalené oblasti UV byla méfena na pfistroji J-810
spektropolarimetr (Jasco, Japonsko) Ing. Pavlinou Novotnou z Ustavu analytické chemie,
VSCHT. Vzorky v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM B-
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merkapto ethanol a 10 % (w/v) glycerol, byly umistény v kifemenné kyveté s optickou
drahou dlouhou 1 mm (Starna, USA). Koncentrace Bmh1 byla 0,089 mg/ml, koncentrace
pNthl a Nthl byla 0, 145 mg/ml. Mé&feni probihala pii pokojové teploté (23 °C).

Experiment probihal za nésledujicich podminek: spektralni oblast 200-260 nm,
skenovaci rychlost 10 nm/min, Cas reakce 8 s, rozliSeni 1 nm, §itka pdsma 1 nm a citlivost
100 mdeg (millidegree). Finalni spektrum bylo ziskano jako primér péti namétenych
spekter. Spektra byla korigovana na zakladni kiivku odectenim spekter namétfenych
vV roztoku neobsahujicim proteiny. Po korekci zékladni kiivky byla findlni spektra
vyjadiena jako primérnd elipticita (stupen odchylky elipsy od kruhu) Q mrw

(deg.cm?.dmol™) a byla vypodtena za pomoci Rovnice 1.

0,,.x100xM,,

Rovnice 1
cxIxNg

[Qlyvrw =

kde 6ops je pozorovana elipticita v mdeg, ¢ je koncentrace proteinu v mg/ml, | je
délka optické drahy v cm, My, je molekulova hmotnost proteinu a Ng je poc¢et aminokyselin
Vv proteinu. Slozeni sekundarni struktury proteinu bylo ur¢eno pomoci néstroji a programi

Z internetové stranky Dichroweb K2D.

CD spektra v blizké UV oblasti byla méfena v kiemenné kyveté s délkou optické
drahy 1 cm (Starna, USA) v oblasti vinové délky 250-320 nm. Koncentrace Bmh1 byla
0,447 mg/ml, koncentrace pNthl byla 0,69 mg/ml. Postup méfeni byl stejny jako pfi

méfeni ve vzdalené UV oblasti.

5.2.16 Modelovani molekul

Ttidimenziondlni model katalytické domény kvasni€né neutrdlni trehalasy 1
(sekvence aminokyselin 295-721) byl vygenerovan pomoci programu DeepView v4.0.4, a
serveru SWISS-MODEL. Jako templat byla pouzita krystalova struktura trehalasy Tre37A
Z E. coli (PDB kod 2JF4, sekvence 145-533). Katalyticka doména Nthl a Tre37A jsou
identické ve 27 % sekvence a podobné ve 42 % sekvence. Kone¢ny model byl validovan
pomoci programu PROCHECK, nevhodné kontakty byly opraveny manualné v programu
Coot.
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Ttidimenziondlni model proteinu Bmhl (sekvence 4-236) byl vygenerovan za
pouziti stejného postupu. Jako templaty byly pouzity zndmé krystalové struktury nékolika
isoforem proteint 14-3-3 (PDB kody: 1A40, 1YZS5, 2B0S, 2BTP, 2C63, 2BRY).

Oba modely byly dale experimentalné ovéifeny pomoci chemického zesitovani,
provadéného s homo-bifunkénimi zesitovacimi ¢inidly DSS a DSG, které spojuji a

kovalentné modifikuji lysinové zbytky.

5.2.17 Vodiko-deuteriova (H/D) vyména spojena

s hmotnostni spektrometrii

Vyména vodiku za deuterium v proteinovém fetézci a nasledna analyza na
hmotnostnim spektrometru je stale se rozvijejici biofyzikalni metodou zkouméni proteind.
Vodiko-deuteriova (dale H/D) vyména dava informace o struktufe proteinu, zménach
struktury po navazani ligandu, sbalovani proteinu i dynamice. Protoze z téchto vlastnosti

vychazi funkce proteinu, pomaha H/D vymeéna objasiiovat 1 funkéni vlastnosti proteinu.

Principem H/D vymény je schopnost vodikovych atomil vymény za atomy deuteria
(v pufru obsahujicim deuterium.) Vodikovych atomil Vv proteinovém fetézci jsou tii rizné
druhy (viz obr. 5.4): 1. vodikové atomy, navazané na uhlik, které témét nejsou schopny
vymeény, 2. vodikové atomy na postrannich fetézcich aminokyselin, které se vyménuji tak
rychle, Ze jejich detekce je nemozna a 3. vodikové atomy, které jsou soucasti peptidové
vazby, a jejich vyména probiha v méfitelném case; jejich vyména za deuterium se v této

metodé zkouma.
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Obr. 5.4: Vodikové atomy oznacené zelené se v zdsadé nevyménuji, modre oznacené se

meéni pro detekci prilis rychle, méri se vyména cervené oznacenych vodikovych atomii.

Rychlost a efektivita H/D vymény je vysledkem pfistupu rozpoustédla
K proteinovému fetézci. Pokud je urCitd ¢ast proteinu rozpousStédlu vystavena, bude
dochazet k H/D vyméné, pokud je naopak pohibend uvniti molekuly, k H/D vyméné
nedojde (nebo velice pomalu). Detekci H/D vymény se tedy zjiSt'uje uspotadani proteinu,

zpusob interakce s vazebnym partnerem ¢i sbalovani proteinu v Case.

Na detekci H/D vymény se pouziva hmotnostni spektrometrie. Vzorek je pienesen
do rozpoustédla s deuteriem ¢imz zacne H/D vyména pii neutrdlnim pH, a poté je
v uréitych Casech zastavena snizenim pH na 2,5 nebo snizenim teploty na 0 °C. Vzorek je
poté analyzovan na kapalinovém chromatografu spojeném s hmotnostnim spektrometrem.
Analyzou dat se poté zjisti, jak moc jsou jednotlivé peptidy deuterovany v riznych ¢asech

a tim dojde k objasnéni strukturni konformace proteinu (Engen, J.R., 2009).

H/D vyména byla provadéna u proteini Bmhl, pNthl a pNthl s Bmhl v poméru
1:2. Vzorek byl 10x nafedén deuterovanym pufrem, ktery obsahoval 20 mM Tris-HCI
(pH/pD 7,5),1 mM EDTA, 3 mM DTT, 200 mM NaCl a 10 % (w/v) glycerol. Finalni
koncentrace proteinu Bmhl byla 3,16 puM, finalni koncentrace pNthl byla 1,6 puM.
Alikvoty o objemu 80 pl byly odebirany v €asech 30 s, 1 min, 10 min, 30 min, 1 hod, 3
hod a 5 hod H/D vymény. Reakce byla zastavena pfidanim 20 pl 0,1 M HCI a okamZitym

zmrazenim v tekutém dusiku.
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Analyza deuterovanych vzorki (HPLC-MS) byla provadéna na HPLC (1200
Agilent Technologies, Némecko), pfipojeném na ESI-FT-ICR hmotnostni spektrometr
(9.4T7 APEX-Ultra, Bruker Daltonics, USA) (viz obr. 5.5) ve spolupraci s RNDr. Petrem
Manem, Ph.D. zMBU AV CR. Nejdiive byl proveden rychly nastiik vzorku na
pepsinovou kolonu (66 pl objem, prutokova rychlost 100 pl/min), kde doslo k rozstipani
proteinu na jednotlivé peptidy. Tyto peptidy byly poté odsoleny na koloné Peptide
MicroTrap (MichromBioresources, USA) a separovany na koloné C18 s reverzni fazi (0,5
x 50 mm, Jupiter, Phenomenex, USA). Na separaci byl pouzit linearni gradient 10-45 %
rozpoustédla B za 20 min. Nastiikovy ventil, pepsinova kolona, peptidova past a analyticka

kolona byly umistény Vv ledu (0 °C), aby se minimalizovala zpétna vymeéna.

Identifikace peptidd a jejich mapovani pomoci HPLC-MS/MS bylo provedeno
stejnym systémem, ktery je popsan vyse. MS/MS spektra peptidl byla zadana do programu
MASCOT a porovnéna s databdzemi, které obsahuji sekvence Bmhl a Nthl (jedina
povolena modifikace proteinti byla fosforylace na serinu). Spektra ¢aste¢né deuterovanych
peptidii byla exportovana do textovych soubori pomoci programu DataAnalysis v 4.0
(Bruker Daltonics, USA) a zpracovdna programem ExPro, vytvofeném v laboratofi

Charakterizace molekularni struktury na Mikrobiologickém Ustavu AV CR, v.v.i.

SloZeni roztoku:

Roztok A: 2 % acetonitril/ 0,4 % kyselina mravenci ve vode

Roztok B: 95 % acetonitril/ 5 % voda/ 0,4 % kyselina mravenci
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Obr. 5.5: ESI-FT-ICR hmotnostni spektrometr (9.4T APEX-Ultra, Bruker Daltonics, USA),
fotografie stazena z webovych stranek http://ms.biomed.cas.cz/equipment.php.

5.2.18 Chemické zesitovani spojen¢ s hmotnostni

spektrometrii

Chemické zesitovani (anglicky cross-linking reactions) je dalsi metodou, ktera
pomaha vytvorit strukturni model proteinu. Pomoci zesitovacich ¢inidel se v proteinovych
fetézcich spojuji aminokyselinové zbytky (vzdy urc¢itd aminokyselina podle typu ¢inidla),
mezi kterymi je konkrétni vzdéalenost. Tim se zjistuje konformace molekuly proteinu,
detaily interakce protein-ligand a dal$i parametry funkci proteint. Tyto pokusy byly
provadény ve spolupraci s RNDr. Petrem Novakem, Ph.D., MBU AV CR.

Pro proteiny Bmhl a Nthl byly pouzity homobifunk¢ni ¢inidla DSS a DSG. DSS
(disukcinimidyl suberat) reaguje s primarnimi aminy, se kterymi pii pH 7-9 vytvaii
peptidovou vazbu. V proteinovém fetézci se DSS vaze na aminovou skupinu lysinu a

spojuje dva lysiny, vzdalené od sebe asi 24 A, Stejnym principem se vaze i DSG
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(disukcinimidyl glutarat), ktery spojuje dva lysiny vzdalené od sebe asi 20 A, (Strukturni
vzorce DSS a DSG viz obr. 5.6).

O 0 0
(0] 0]
.0 O.
0] 0]
0 O @]

Obr. 5.6: Strukturni vzorce disukcinimidyl suberdtu (vievo) a disukcinimidyl glutardtu
(vpravo).

Detekce zesitovanych proteinti probihda pomoci hmotnostni spektrometrie, je tedy
nutné zesitovaci ¢inidla isotopicky oznacit, aby se peptidy sndze identifikovaly. Kazdé
¢inidlo (DSS 1 DSG) bylo pouZito jako analog s vodikem a analog obsahujici misto vodiku
deuterium. Cinidla byla pouZita v poméru 1:1 nedeuterované/deuterované, coz usnadiiuje
identifikaci zesitovanych peptidt diky jejich rozdilné hmotnosti, zjisténé po enzymatickém

Stépeni proteinli na hmotnostnim spektrometru.

Koncentrace pouzitych proteinti byla 0,2 mg/ml pro Bmh1 a 0,3 mg/ml pro pNth1,
pro zesitovaci reakci byly proteiny pievedeny do pufru 20 mM HEPES pH 7,5 a 150 mM
NacCl. Jak bylo napsano vyse, k zesitovacim reakcim byla pouzita ¢inidla DSS a DSG, a to
ve smési 4 x deuterované/nedeuterované v poméru 1:1 (mol/mol) (d0/d4). Cinidla byla
Cerstvé pfipravena rozpusttnim v DMSO (10 mg/ml) a pfiddna ke vzorkim ve
dvacetinasobném piebytku vic¢i koncentraci pNthl. Tyto reakéni smési byly inkubovany 1

hod v pokojové teploté.

Po probéhnuti reakce byly proteiny separovany na elektroforese v NUPAGE 4-12 %
Bis-Tris gelu, pii 200 V a 120 mA po dobu 50 min. Jako vodici pufr pro elektroforesu byl
pouzit MES vodici pufr. Po skonceni elektroforesy byly monomerni zesiténé proteiny
vizualizovany a vytiznuty z gelu. Cysteiny v peptidech byly zredukovany ptidanim 100
mM TCEP a inkubaci v 90 °C po dobu 5 min. Volné cysteiny byly alkylovany pfidanim 50
mM iodoacetamidu a inkubaci ve tmé pii pokojové teploté po dobu 20 min. Poté byl piidan
trypsin ur€eny na Stipani proteinti v poméru 1:20 (wt/wt) enzym/protein a inkubovan pies

noc pii 37 °C.
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Vyslednd smés peptidi byla dal$i den odsolena na kolon¢ peptide MacroTrap
column (Michrom Bioresources, USA), poté byla smés nanesena na kolonu s reverznimi
fazemi MAGIC C18 column (0,2 x 150 mm, Michrom Bioresources, USA) a separovana
na kapilarnim systému HPLC (Agilent Technologies) pii pritokové rychlosti 4 ul/min.
Gradientové podminky pfi separaci byly nasledujici: 1-10 % B 1 min, 10-45 % B 19 min,
45-95 % B 5 min. Kolona byla pfipojena pfimo na hmotnostni spektrometr Apex-ULTRA
Qe FT-ICR (Bruker Daltonics, USA), ktery je vybaveny 9,4 T supravodivym magnetem a
elektrosprejem jako zdrojem ionti. Pristroj byl externé kalibrovan pomoci skupin arginina

0 koncentraci nizsi nez 2 ppm.

K ziskani a zpracovani dat byly pouzity programy ApexControl 3.0.0 a
DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics, USA), zesitované peptidy byly identifikovany
pomoci softwaru Links. Links algoritmus byl nastaven na moZnost karbamidometylace
cysteinii a moznost oxidace methioninti. Odchylka hmotnosti byla udrzovéna pod 2 ppm a

vSechny oznacené fragmenty byly manualné ovéteny.

SloZeni roztoku:

Roztok A: 2,5 % acetonitril/ 0,2 % kyselina mravenci/ 2,5 % isopropanol ve vodé

Roztok B: 90 % acetonitril/ 5 % isopropanol/ 0,16 % kyselina mravenci
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6. Vysledky

6.1 Exprese a purifikace proteinu Bmhl a
Bmh2 WT

Protein Bmh1 zaklonovany ve vektoru pET-15b, s histidinovou kotvou na N-konci,
byl exprimovan v buiikach E. coli BL21(DE3). Indukce exprese byla provedena IPTG o
finalni koncentraci 0,5 mM, exprese probihala za konstantniho tfepani pti 37 °C po dobu

asi 20 hodin. Purifika¢ni kroky byly provedeny podle kapitoly 5.2.8.

Po sonikaci byl roztok obsahujici protein nanesen na kolonku obsahujici chelatujici
sepharosu s navazanym Ni**, na ktery se protein vézal diky histidinové kotvs. Ta byla
v dalsim kroku v pfipadé potieby odstranéna Stépenim lidskym thrombinem. Dal$im
purifikacnim krokem byla aniontové vymeénnd chromatografie na pftistroji HPLC
AKTAprime™ (Amersham Biosciences, Svédsko) pomoci kolony obsahujici MonoQ-
Sepharosu, ze které se protein eluoval linearné vzristajicim gradientem soli. Pied findlnim
purifikaénim krokem — gelovou permeacni chromatografii — byly vybrané frakce
zakoncentrovany na Centrikonu YM-10. Gelova permea¢ni chromatografie byla provadéna

na pfistroji HPLC s naplni kolony Superdex75.

Elu¢ni profily zaniontové vyménné chromatografie a gelové permeacni
chromatografie a gely SDS-PAGE z priubéznych purifikacnich kroki jsou ukazany na obr.
6.1-6.6..
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Obr 6.1: Elucni profil Bmhl pri aniontové
vymenné chromatografii (modrda krivka-
absorbance pri A=280 nm, hneéda krivka-
krivka-koncentrace

konduktivita, zelena

NaCl; cervené jsou oznacena cisla frakci)

Obr. 6.2 Elucni profil Bmhl pri gelové
permeacni chromatografii (modra krivka-
absorbance pri 2=280 nm, Cervené jsou
oznacena cisla frakci)
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Obr. 6.3: 15 % gel SDS-PAGE proteinu
Bmhl po niklové chelatacni chromatografii

(M-standard molekulovych hmotnosti, drahy
2-10-cisla frakci)

M o Bmh2

kDa z % 2 ( )

75

50 32 kDa

2 &3

25 - »

30kDa
15 l"
10

77

Obr. 6.4:15 % gel SDS-PAGE proteinu
Bmhl pred a po thrombinovém Stépeni
(M-standard molekulovych hmotnosti)
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Obr. 6.5: 15 % gel SDS-PAGE proteinu  Obr. 6.6: 15 % gel SDS-PAGE proteinu

Bmhl po aniontove vymenné chromatografii BmhI po- gelove permeacni

) o chromatografii (M-standard
(M-standard molekulovych hmotnosti, drahy molekulovych hmotnosti, drihy 8-15-
7-15-cisla frakci) cisla frakci)

6.2 Exprese a purifikace proteinu Nthl WT a

jeho mutantu

Protein Nth1 zaklonovany ve vektoru pET-32b pET32-b (Novagen) s deleci 81 bazi
po sekvenci kodujici His-tag (6xH)SSGLVPRGS (5819 bazi), s histidinovou a
thioredoxinovou kotvou na N-konci, byl exprimovan v bunkach E. coli Rosetta(DE3).
Indukce exprese byla provedena IPTG o finélni koncentraci 0,5 mM, exprese probihala za
konstantniho tfepani pii 25 °C po dobu asi 18 hodin. Purifika¢ni kroky byly provedeny
podle kapitoly 5.2.9.

Po sonikaci byl roztok obsahujici protein nanesen na kolonku obsahujici chelatujici
sepharosu s navazanym Ni?*, na ktery se protein vazal diky histidinové kotve. Ta byla
v dalSim kroku v pfipadé potfeby odstranéna Stépenim lidskym thrombinem. DalSim
purifikacnim krokem byla kationtové vyménnd chromatografie na pfistroji HPLC
AKTAprime™ (Amersham Biosciences, Svédsko) pomoci kolony obsahujici MonoS-
Sepharosu, ze které se protein eluoval linearné vzrustajicim gradientem soli. Pfed finalnim

purifikaénim krokem - gelovou permeacni chromatografii — byly vybrané frakce
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zakoncentrovany na Centrikonu YM-10. Gelova permeacni chromatografie byla provadéna

na pfistroji HPLC s naplni kolony Superdex200.

Purifikace Nthl WT a jeho mutantd byla provadéna stejnym zplsobem. Elu¢ni

profily z kationtové vyménné chromatografic a gelové permeacni chromatografie a gely

SDS-PAGE z prubéznych purifika¢nich krokt proteinu Nthl WT jsou ukazany na obr.

6.7-6.12.

Obr. 6.7: Elucni profil Nthl pri
kationtové vymenné chromatografii
(modra kirivka-absorbance pri A=280
nm, hneda krivka-konduktivita, zelena

krivka-koncentrace NaCl; cervené jsou

oznacena cisla frakci)

Obr. 6.8: Elucni profil Nthipri gelové
permeacni chromatografii (modra krivka-
absorbance pri A=280 nm; cervené jsou

oznacena cisla frakci)
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Obr. 6.9: 12 % gel SDS-PAGE proteinu Obr. 6.10:12 % gel SDS-PAGE proteinu

Nth1 WT  po  niklové  chelatacni Nthl WT pred a po thrombinovém Stepeni
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Obr. 6.11: 12 % gel SDS-PAGE proteinu Obr. 6.12: 12 % gel SDS-PAGE proteinu
Nth1 WT po kationtové  vymeénné Nthl  WT  po  gelové  permeacni

h i ) chromatografii (M-standard
chromatografii (M-standard molekulovych molekulovich hmotnosti, drahy 17-24-
hmotnosti, drahy 22-30-cisla frakci) c¢isla frakci)
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6.3 Fosforylace Nthl a analyza fosforylacnich
mist pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie

Na podrobnou analyzu interakce mezi Nthl a Bmhl byla pfipravena celad
rekombinantni Nth1 (sekvence 1-751), ktera byla po purifikaci fosforylovana kinasou PKA
in vitro. S fosforylovanou Nthl (pNthl) byla méfena pozitivni a negativni iontova
MALDI-TOF hmotnostni spektra smési tryptickych peptidi, aby se potvrdila

aminokyselinova sekvence a modifikace fosforyla¢nich mist.

Hmotnostni spektrum pNthl WT ukézalo signaly ctyf  stechiometricky
fosforylovanych serind, a to Ser20, Ser21,Ser60 a Ser83 (viz Tabulka 6). Jako kontrolni
experiment byl pouzit mutant Nth1, ve kterém byly vSechny ¢tyfi seriny (na pozici 20, 21,
60 a 83) nahrazeny alaninem. Pfi MALDI-TOF hmotnostni analyze tohoto mutantu
(pNth1-noS), fosforylovaného stejné jako Nthl WT nebyly nalezeny zadné dalsi
fosforylované zbytky.

Analyza proteinovych domén byla provedena pomoci programu SMART, ktery
predikoval dvé konzervované domény: trehalasovou doménu (sekvence 163-721) a
kalcium-vazebna doména (sekvence 114-125), podobna tzv. EF hand motivu (obr 6.13 A).
N-terminalni konec Nthl, kde se fosforylacni mista nachdzeji, je neuspotadany, coz bylo

potvrzeno pomoci bioinformatické analyzy programem PONDR (obr. 6.13 B).

81



Tabulka 6: Analyza Nthl fosforylované pomoci PKA.

Detekované m/z signaly v negativni nebo pozitivni MALDI-TOF MS

Odpovidajici peptidova sekvence, zjisténa fosforylace nebo jednoducha mutace Ser/Ala v peptidu

CI;Tielanta Peptidy obsahujici Ser20 a Ser21 Peptidy obsahujici Ser60 Peptidy obsahujici Ser83
R R 1371.62 1499.72 N
WT 2802.30 [M+H] 3010.37 [M+H] V] (V] 1658.67 [M+H]
19-43 19-44 58-69 58-70 82-96
3036.39 3116.39 3164.40 3244.40 1449.63 1577.76 1736.70 1892.71
[M-H]" [M-H] [M-H]" [M-H]' [M-H]' [M-H]' [M-H] [M-H]"
pWT 18-44,
18-43, pS20, 18-44, 81-95, 81-96,
18-43, pS20 0S21 0S20 ?Jsézzci 58-69, pS60 | 58-70,pS60 | ogs pS83
] i 1483.79 1499.78 1642.61 1798.63
20 3020.41 [M-H] 3148.43 [M-H] V] V] V] ]
58-71, 58-71Mox, 82-96, 81-96,
18-43, pS20, MS21A 18-44, pS20, mS21A D S6OA B0 egaA SgaA
] 1483.78 1499.77 1642.60 1798.61
pS21 266427 A [M+H]" [M+H]" [M+H]* [M+H]*
58-71, 58-71Mox, 82-96, 81-96,
19-43, pS21, mS20A MS60A MS60A mS83A mS83A
R N 1449.63 1577.73 1642.63 1798.63
2770.30 [M+H 2898.33 [M+H - ; 5 A
5560 [M+H] (M+H] [M-H] [M-H] [M+H] [M+H]
82-96, 81-96,
19-43, mS20A, mS21A 19-44, mS20A, S21A | 58-69, pS60 | 58-70, pS60 | c0n SaIA
R N 1483.78 1499.77 1736.73 1892.76
2770.30 [M+H 2898.33 [M+H S K ; !
583 [M+H] (M+H] [M+H] [M+H] [M-H] [M-H]
58-71, 58-71Mox, 81-05, 81-96,
19-43, mS20A, mS21A 19-44, mS20A, mS21A P SEOA B0 el S8
R R 1483.75 1499.74 1642.62 1798.63
oS 2770.30 [M+H] 2898.33 [M+H] V] V] (V] ]
58-71, 58-71Mox, 82-96, 81-96,
19-43, mS20A, mS21A 19-44, mS20A, mS21A o SOOA e ag3A SaIA
3036.40 3116.41 3164.43 3244.42 1483.77 1499.76 1642.64 1798.67
[M-H] [M-HJ [M-H] [M-H] [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]"
pS20+21 1643 oS0 | 1843, pS20, 18-44, 185';'3 ’ 58-71, 58-71Mox, 82-96, 81-96,
P pS21 pS20 ‘:3 o MS60A MS60A mS83A mS83A
) i 1449.61 1577.71 1642.60 1798.65
3020.40 [M-H 3148.41 [M-H : ; ; A
£520+60 [M-H] [M-H] [M-H] [M-H] [M+H] [M+H]
82-96, 81-96,
18-43, pS20, MS21A 18-44, pS20, mS21A 58-69, pS60 | 58-70, pS60 | MSgaA
] 1449.60 1577.69 1642.60 1798.64
2864.24 [M-H : ! C "
0521460 [M-HI [M-H] [M-H] [M+H] [M+H]
82-96, 81-96,
19-43, pS21, mS20A 58-69, pS60 | 58-70, pS60 | 0 SgIA
] ] 1355.68 1483.77 -
pS20+83 3020.34 [M-H] 3148.34 [M-H] Vet V] 1892.77 [M-H]
58-70, 58-71,
18-43, pS20, MS21A 18-44, pS20, mS21A P SEOA P SEOA 81-96, pS83
] 1355.72 1483.81 -
pS21+83 2864.36 [M-H] IVt V] 1892.75 [M-H]
58-70, 58-71,
19-43, pS21, mS20A D S6OA 2 SBOA 81-96, pS83
R R 1449.61 1577.70 1736.72 1892.74
pS60+83 2770.27 [M+H] 2898.29 [M+H] (M.H] ] -] L]
81-95, 81-96,
19-43, mS20A, mS21A 19-44, mS20A, mS21A | 58-69, pS60 | 58-70, pS60 el el

Detekované m/z signdly z MALDI-TOF hmotnostnich spekter fosforylovanych zbytkii ([M-H],

zobrazené tucné) a

nefosforylovanych zbytkii (IM+H]"). Nthl konstrukt je po trypsinizaci. Jsou ukdzany riizné jednoduché i dvojité mutanty
(Veisova,D., et al., 2012).

Nalezena fosforylacni mista se nachazi na N-terminalnim konci Nth1. Seriny 20, 21

a 83 byly uz dfive navrzeny jako esencialni pro PKA-dependentni regulaci Nth1 (Panni, S.,

et al., 2008), ale nikoli serin na pozici 60.
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Obr. 6.13: (A) Diagram primadrni struktury Nthl ze S. cerevisiae se zobrazenymi
pozicemi, které jsou fosforyloviny PKA in Vitro. Proteinové domény byly analyzovany
pomoci programu SMART.

(B) Bioinformatickda analyza programem PONDR (VL3 predictor). N-termindlni konec
Nthl (sekvence 1-95, oznaceny zvyraznénou carou), kde se nachdzeji fosforylacni mista, je

neusporadany (Veisova, D., et al., 2012).

6.4 Vyznam fosforylace pri aktivaci Nthl
proteiny 14-3-3

Analyza pNthl na hmotnostnim spektrometru odhalila, Ze PKA stechiometricky

fosforyluje Ctyfi serinové zbytky na pozicich 20, 21, 60 a 83, které¢ se nachdzeji na N-
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terminalnim konci enzymu (viz Tabulka 6). Kvasni¢né isoformy proteinti 14-3-3 se vazou
na fosforylovany konec pNthl s vysokou afinitou a zvySuji jeji enzymovou aktivitu. Aby
bylo mozno zjistit, ktera fosforylacni mista jsou za tuto interakci zodpovédnd, byly
vytvoieny ¢tyfi mutanty, obsahujici jediné fosforyla¢ni misto (Nth1-S20, Nth1-S21, Nthl-
S60, Nth1-S83), zatimco ostatni seriny byly nahrazeny alaninem. Dale bylo vytvofeno Sest
mutantid, obsahujici dvé fosforyla¢ni mista (Nth1-S20+21, Nth1-S20+60, Nth1-S20+83,
Nth1-S21+60, Nth1-S21+83, Nth1-S60+83) a jeden kontrolni mutant, ktery neobsahoval
zadny serin (Nth1-noS).

6.5 Analyticka ultracentrifugace (AUC) a 12 %
TBE-PAGE

Rozdily v afinit¢ Nthl WT a vSech pfipravenych jedno- a dvoj- mutantd k Bmh
proteinim byly zjiStovadny pomoci sedimentacni analyzy na analytické ultracentrifuze a
nedenaturujici elektroforesy TBE-PAGE (viz obr. 6.14).

Vazebna afinita jednoduchych a dvojitych mutantli obsahujicich Ser60 nebo Ser83
k proteinim Bmh (Kp Vv rozsahu od 0.2x10° do 1x10° M) se ukézala byt srovnatelna
s vazebnou afinitou pNth1 WT (ktery se vaze k Bmh1 a Bmh2 s Kp 0.15x10° a 0.25x10°®
M) (viz Tabulka 7). Oproti tomu afinita mutantti, které obsahuji pouze Ser20 nebo Ser21,
je podstatné nizsi (Kp 10x10°® M). Ztoho vyplyva, Ze seriny nezbytné pro vazbu
Kk proteinim Bmh a tim k aktivaci pNthl jsou Ser60 a Ser83.
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Tabulka 7: Disociaéni konstanty komplexii pNthl:Bmhl, ziskané na zdkladé sedimentaénich experimentii

(AUC) (Veisova, D., etal., 2012).

Kp (x 10 M)?

Isoforma proteinu 14-3-3

Vg’h’;g tia fosfc})r;ﬁénich Bmh1 Bmh2
mist
WT 4 0.15+0.1 | 0.25+0.1
S$20 10+3 10+3
s21 10+ 4 10+3
S60 ' 02+0.15 | 025+0.2
S83 02+0.1 02+0.1
S20+21 10+3 10+ 4
~ S20+60 | 025+0.1 | 025+0.15
~ S20+83 | 0.2+0.1 0.2+0.1
~ S21+60 | ? 03+02 1.0£0.2
~ S21+83 | 03+02 | 025+0.15
~ S60+83 | 03+0.15 | 025+0.15
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Obr. 6.14: (A) Interakce pNthl s Bmhl. Drdhy: 1-Bmhl, 2-Nth1 WT, 3-pNthl
WT, 4-Bmh1+pNthl WT, 5-Bmh1+pNth1-S20, 6-Bmh1+pNth1-S21, 7-Bmhl+pNthi-
S60, 8-Bmh1+pNth1-S83, 9-Bmh1+pNth1-S20+21, 10-Bmh1+pNth1-noS.

(B) Interakce pNthl s Bmh2. Drahy: 1-Bmh2, 2-Nthl WT, 3-pNthl WT, 4-
Bmh2+pNthl WT, 5-Bmh2+pNth1-S20, 6-Bmh2+pNth1-S21, 7-Bmh2+pNth1-S60, 8-
Bmh2+pNth1-S83, 9-Bmh2+pNth1-S20+21, 10-Bmh2+pNth1-noS (Veisova, D., et al.,
2012).

Sedimentacni analyza na analytické ultracentrifuze dale ukdazala, v jakém
stechiometrickém poméru se Nthl s Bmh vazi. Molekulovd hmotnost Nthl, ktera se
v roztoku vyskytuje jako monomer, je 86 kDa, Bmh proteiny tvofi stabilni dimery o
hmotnosti 60 kDa (Veisova, D., et al., 2010). Nefosforylovana Nth1l se k Bmh1 nevaze
(stejné jako mutant Nth1-noS), zatimco pNthl vytvaii s Bmhl pevny, stabilni komplex.
Vysledny stechiometricky pomér komplexu pNth1:Bmh je 1:2, tedy jedna molekula Nthl
se vaze kdimeru Bmh (viz obr. 6.15). Disocia¢ni konstanty komplexi pNthl1:Bmhl

v Tabulce 7.
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Obr. 6.15:Kontinudlni distribuce sedimentacnich koeficientii c(s). Bmhl samotné (Cerné-
carkovand krivka), Nthl samotné (Cerné-teckovana kirivka), Bmhl:pNthl v pomeéru 2:1
(Cerna neprerusovand krivka), Bmhl:pNthl v poméru 2:2 (cernd krivka tecky-carky),
Bmh1:Nthl v pomeéru 2:1 (Seda neprerusovana kiivka) (Veisova, D., et al., 2012).

Pomoci analytické ultracentrifugace se také ovétoval efekt iont Ca®" na oligomerni
stav Nthl. Vapnik byl v roztocich pfitomen jako 5, 10 a 15 mM, avSak ani v jednom
ptipad¢ se molekulova hmotnost Nth1 (86 kDa) nezménila (viz obr 6.16) a ani aktivace

Nth1 pomoci Ca** nevede k oligomernim zm&nam molekuly Nthl.
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Obr. 6.16:Sedimentacni rychlostni analyza Nthl v pfitomnosti Ca**. Kontinudini
distribuce sedimentacnich koeficientu c(s) enzymu Nthl v nepritomnosti CaCl, (Cerna), v
pritomnosti 5 mM CaCly (zelend), 10 mM CaCl, (Cervend) a 15 mM CaCl, (modrd)
(Veisova, D., et al., 2012).

6.6 Bmhl a Bmh2 zvySuji enzymatickou
aktivitu pNthl in vitro

Pro vazbu Nthl na Bmh a tedy jeji aktivaci je nutna fosforylace Nthl. Za ucelem
zjisténi konkrétniho zpusobu fosforylace byla méfena trehalasova aktivita Nth1l a pNthl
V pfitomnosti a nepfitomnosti Bmh proteinti. Trehalasova aktivita se meéfila detekci

glukosy, ktera vznika hydrolyzou trehalosy.

Nthl i pNthl vykazuji v nepfitomnosti proteinii 14-3-3 velice nizkou aktivitu
(Panni, S., et al., 2008) (viz obr. 6.17 A). Piitomnost Bmh vyznamné zvysi aktivitu pNthl,
zatimco u nefosforylované Nthl zlstava aktivita nezménéna. Ob€ kvasnicné isoformy
proteinti 14-3-3, Bmhl a Bmh2, aktivuji pNthl téméf bez rozdilu stejné. Dale se
spekulovalo, ze Nth1 ze S. pombe zméni oligomerni stav po navazani Ca®* (Franco, A., et
al., 2003). Vapnikova vazebna doména je mezi kvasni¢énymi trehalasami konzervovana,

v Nthl ze Scerevisiae se tato doména nachdzi mezi aminokyselinami 144 az 125
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(sekvence D™ TDKNYQITIED'®). Tato sekvence je podobna vépnikové vazebné
doméng, ktera se vyskytuje v ,,EF-hand* motivu mnoha vapnik-vazajicich proteini. Méteni
V pfitomnosti vapniku (5 mM Ca2+) ukazalo zvysSeni aktivity Nthl, ale proteiny 14-3-3
zvysuji aktivitu podstatné vice. V pfitomnosti Ca®* i Bmh je vsak aktivita niz$i nez

V pfitomnosti pouze Bmh.

Hodnoty Michealisovy konstanty Ky, rychlostni konstanty Keae @ pomeéru Kea/ Ky pro
hydrolyzu trehalosy enzymem pNth1 v pfitomnosti Bmh1 a/nebo 5 mM Ca®" jsou ukéazany
na obr. 6.17 B a v Tabulce 8. M¢teni probihalo pii pH 7,5 a ve 30 °C. Z nam¢éfenych dat
vyplyva, ze vazba na protein Bmhl1 zvySuje vyznamnéji (~11X%) rychlostni konstantu pNth1
nez aktivace pouze vazbou s vapnikem. Tato data nebylo mozné porovnat kinetickymi
parametry samotné Nthl a pNthl, protoze v nepfitomnosti Bmhl i vapniku jsou jejich

enzymatické aktivity pfili§ nizké a nelze je tudiz analyzovat.
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Obr. 6.17: (A) Specificka trehalasova aktivita pNthl a Nthl v pritomnosti a nepritomnosti
Bmhl a/nebo 5 mM Ca**. Koncentrace trehalosy byla 30 mM, specifick aktivita
trehalasy je vyjadrena jako umol glukosy vznikly za minutu na mg proteinu. Aktivita
samotné Nthl ¢i pNthl je nizka (sloupce 1 a 2), stejné jako Nthl s Bmhl (sloupec 4).
Aktivita pNthl vzroste po pridani vapniku (sloupec 3) a zejména po pridani Bmhl
(sloupec 5) a Bmh1 s Ca®* (sloupec 6).

(B) Kinetika Michaelise a Mentenové pro hydrolyzu trehalosy enzymem pNthl
V pritomnosti 5 mM vapniku (ctverce), Bmhl (kolecka) a vapmiku i Bmhl
(trojuhelniky).Trehalasova aktivita byla mérena detekci glukosy vznikajici hydrolyzou
trehalosy, reakcni rychlost byla vynesena proti koncentraci trehalosy (Veisova, D., et al.,
2012).
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Tabulka 8: Vliv vazby Bmh a Ca®* na kinetiku pNth1: hodnoty K, a ke byly ziskdny proloienim ziskanych
dat rovnici Michaelise a Mentenové v programu Origin 8.0 (OriginLab, Corp., USA) (Veisova, D., et al., 2012).

Vzorek Knm, MM Keat, S Keat/ K, ST.mM™
pNthl + Ca®* 6+ 0.4 6.2+0.1 1.0
pNth1 + Bmh1 81 71+4 8.9
pNthl + Bmhl + Ca** 3.6+0.7 42 +2 11.7

Aktivita pNthl se po vazbé s Bmhl zvysi az 11x oproti vazbé s Ca®*.

6.7 Limitovana proteolyza - proteiny 14-3-3

interaguji s N-terminalni oblasti pNthl

Experimenty na analytické ultracentrifuze a nedenaturujici elektroforéze TBE-
PAGE ukazaly, ze proteiny Bmh interaguji s fosforylovanym pNthl (viz kap 6.5). PKA
fosforylaéni mista, zodpovédna za vazbu k Bmh, se nachazeji na N-terminalnim konci
Nthl, tudiz lze ptfedpokladat, Ze Bmh interaguji pravé s touto oblasti pNth1l. Na ovéteni
této hypotézy byla pouZita limitovand proteolyza, aby se zjistilo, zda vazba Bmh na pNth1

chrani N-terminalni konec pNth1 pied proteolytickou degradaci.

Nth1, pNthl, Bmhl a jejich smési v pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI (pH 7.5),
150 mM NaCl, 1 mM DTT a 10 % (w/v) glycerol, byly smichany s trypsinem ¢i
chymotrypsinem (w/v pomeér proteasa/protein byl 1:1000) a vurcitych casech byla
proteolyza zastavena piidavkem SDS a povafenim vzorkd. Vysledné gely SDS-PAGE jsou
ukazany na obr. 6.18. Hmotnostn¢ spektrometricka analyza castecné rozstépenych
proteinti byla provedena po 30 min trvajici inkubaci Nthl a pNthl s Bmhl nebo bez,
S trypsinem nebo chymotrypsinem a ukézala, Ze vazba s proteinem Bmhl chrani N-
terminalni sekvence pNthl. Nebyla prokazana proteolyticka degradace C-terminalniho
konce Nthl ani pNthl samotnych ani v komplexu s Bmh1. N-terminalni konec pNth1 byl
Vv ptitomnosti Bmh1 chranén pfed ¢aste¢nou proteolyzou chymotrypsinem po dobu 30 min,
coz bylo potvrzeno diky urCeni pNthl sekvence od Ala(-1) do Leu751. Prvni byl
detekovan peptid, ktery mél signadl m/z 1630.78, coz odpovidd pNthl N-termindlnimu
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peptidu od Ala(-1) do Argl5, a jeho sekvence byla ovéfena. VSechny fosforylované seriny
na pozicich 20, 21, 60 a 83 byly detekovany v ¢astech proteinu vyjmutych s SDS-PAGE
gelu.

Po castecné proteolyze pNthl trypsinem po dobu 30 min v pfitomnosti Bmhl
pokryvaly peptidy sekvenci od Thr58 do Leu751 a prvni detekovany peptid z N-
termindlniho konce mél signal m/z 1579.70, coz odpovidalo aminokyselinové sekvenci
Thr58-Leu70 a fosforylace byla potvrzena na Ser60. Tato data potvrzuji, ze Bmhl

interaguje s N-terminalnim koncem pNthl.

A Nth1 pNth1 Bmh1 c Nth1+Bmh1 pNth1+Bmh1
kD 0 10 20 0 10 20 o0 10 20 0 0 10 20 30 0 10 20 30 time(min)
100
100
75 w [— = - - L == e ==
50 - 50
R YowYve wewew
25 2%
B Nth1 pNth1 Bmh1 D Nth1+Bmh1 pNth1+Bmh1
«D 0 10 20 0 10 20 o0 10 20 ‘0 0 10 20 30 0 10 20 30 time(min)
100
" - - " - e
k74
37
vTwe ., Yeee - - - e
25

Obr. 6.18: 10 % SDS-PAGE gely proteinit po limitované proteolyze. (A) Proteiny Nthl,
pNthl a Bmhl inkubované s trypsinem pri 25 °C po dobu 10 a 20 min. (B) Proteiny Nth1,
pNthl a Bmhl inkubované s chymotrypsinem pri 25 °C po dobu 10 a 20 min. (C) Smés
proteinit Nthl+Bmhl a pNthl+Bmhl inkubované pri 25 °C po dobu 10, 20 a 30 min. (D)
Smes proteinit Nthl+Bmhl a pNthl+Bmhl inkubované pri 25 °C po dobu 10, 20 a 30
min. Samotny protein Bmhl je v téchto casovych usecich wici proteolyze resistentni.
Z gelii C a D je zirejmé, ze pNthl, ktere vytvari s Bmhl komplex, je proti proteolyze touto
vazbou podstatné lépe chranéné. Vysledné peptidy Nthl a pNthl byly analyzovany pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (Veisova, D., et al., 2012).
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6.8 Vyznam jednotlivych fosforylaCnich mist

Nth1 pfi interakci s proteiny Bmh

Jak bylo popsano vyse, pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zjisténo, ze PKA
stechiometricky fosforyluje ¢tyfi serinové zbytky na pozicich 20, 21, 60 a 83 na N-
terminalni ¢asti enzymu (viz Tabulka 6). Proteiny 14-3-3 vazi pNthl s vysokou afinitou,
interaguji s N-terminalnim koncem enzymu a vyznamné zvysuji jeji enzymatickou aktivitu
(viz kap. 6.6). Aby bylo mozné identifikovat jednotliva fosforyla¢ni mista, ktera jsou za
tuto interakci zodpovédnd, byly pfipraveny cEtyii mutanty s jednim serinem (Nth1-S20,
Nth1-S21, Nth1-S60 a Nth1-S83) a Sest mutantd se dvéma seriny (Nth1-S20+21, Nthl-
S20+60, Nth1-S20+83, Nth1-S21+60, Nth1-S21+83a Nth1-S60+83) (viz kap. 6.4). Také

byl ptipraven kontrolni mutant, ktery neobsahoval zadny serin (Nth1-noS).

Rozdily ve vazebné afinité mezi jednotlivymi mutanty pNth1l byly experimentalné
ovéfovany pomoci sedimentacni analyzy na analytické ultracentrifuze a nedenaturujici
elektroforesy TBE-PAGE (viz kap. 6.5) Vazebna afinita jedno- a dvoj- mutantl, které
obsahuji Ser60 a/nebo Ser83 k obéma isoformam proteind Bmh (Kp V rozpéti od 0.2x10°®
do 1x10® M) byla srovnatelna s vazebnou afinitou pNth1 WT (Kp 0.15x10° a 0.25x10°
M). Oproti tomu mutanty, které obsahuji fosforylovany Ser20 a/nebo Ser21 vykazovaly
nizkou vazebnou afinitu (Kp 10x10°® M). Disociaéni konstanty jednotlivych mutanti jsou
uvedeny v Tabulce 7. Ztoho vyplyva, ze fosforylatni mista na Ser60 a Ser83 jsou

nezbytna pro vazbu na Bmh.

Dale byla zkoumana schopnost obou isoforem proteint 14-3-3, Bmhl a Bmh2,
zvySovat aktivitu pNthl mutanti pomoci méfeni enzymové kinetiky (viz obr. 6.19).
Trehalasova aktivita byla méfena v pfitomnosti 14 mM nebo 30 mM trehalosy detekci
glukosy, ktera vznikd hydrolyzou trehalosy. Vysledky, stejné jako u vazebnych
experimentll na analytické ultracentrifuze, ukazuji, Ze podstatné pro vazbu na Bmh jsou
fosforylacni mista Ser60 a Ser83, zatimco mutanty, které obsahuji Ser20 a/nebo Ser21 maji

oproti nim vyrazng¢ niz$i aktivitu, srovnatelnou s Nthl a Nth1-noS.

Mutanty pNth1-S60 a pNth1-S83 mely aktivitu vysokou, stejné¢ jako mutanty
pNth1-S60+83, pNth1-S20+83 a pNthl-S21+83. Nizsi aktivitu potom kupodivu
vykazovaly dvojit¢é mutanty pNth1-S20+60 a pNth1-S21+60 oproti aktivit¢ pNthl WT
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nebo pNth1-S60 (viz Tabulka 7). Je mozné, ze vazba na Bmh u téchto dvou mutanti
ovlivituje konformaci trehalasy jinym zplisobem, coz zpusobi pokles aktivity oproti
mutantim, které obsahuji jen Ser60 a/nebo Ser83. Ob¢ isoformy proteind 14-3-3, Bmhl i
Bmh2, vykazovaly témér stejné hodnoty aktivace pNthl, coz odpovidd vazebnym

experimentlim na analytické ultracentrifuze.
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Obr. 6.19: Specificka trehalasova aktivita pNthl WT samotného (Cerny sloupec) a pNthl
WT a mutantu v pritomnosti Bmhl (bilé sloupce), ve smési obsahujici 30 mM trehalosu.

Zobrazena data jsou primérem ze tii experimenti (Veisova, D., et al., 2012).
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6.9 Priprava a charakterizace komplexu
Nthl1:Bmhl pro vodiko-deuteriovou vyménu

spojenou s hmotnostni spektrometrii

Strukturni zmény proteinti pfi tvorbé komplexu Nth1:Bmhl a tim aktivace enzymu
Nthl ze S. cerevisiae byly pfedmétem dalsiho vyzkumu. Po fosforylaci Nhtl pomoci PKA
bylo pNthl smichano s Bmhl v molarnim poméru 1:2 a jejich interakce byla ovéfena
pomoci nativni TBE-PAGE (viz obr. 6.20). Specifickd trehalasova aktivita pNthl
v piitomnosti Bmh1 je 66 + 2 umol.min™.mg™. Nativni struktura proteinii Nth1, pNthl a
Bmhl byla ovéfena pomoci cirkularniho dichroismu (CD spektroskopie.) Jak je ukazano
naobr. 6.21, Nthl obsahuje ~26 % o-helixti, ~24 % p-skladanych listi a ~50 %
neuspotadanych regiontl, zatimco pNthl obsahuje ~31 % a-helixti, ~17 % p-skladanych
listi a ~52 % neuspofadanych regioni. Bmhl obsahuje ~84 % a-helixi a ~16 %

neuspotadanych regiond, coz se shoduje s teoretickou predikei sekundarni struktury.

1 2 "& @

2Ie1e

Obr. 6.20: Nativni TBE-PAGE ve 12 % gelu. Drdaha 1: protein Bmhl (102 pmol), drdiha
2: pNthl (51 pmol), drahy 3+4.: komplex Bmhl:pNthl v poméru 1:2 (102 pmol Bmhl: 51
pmol pNthl.)

V drahdch 3 a 4 je vidét, Ze mezi Bmhl a pNthl dochdzi k interakci (Macakova, E., et al.,
2013).
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Obr. 6.21: (A) CD spektra ve vzdalené oblasti UV proteinii Nthl, pNthl a Bmhl.
Spektrum Nthl (Cernd krivka), spektrum pNth/ (Cervend kiivka), spektrum Bmhl(modra
krivka).

(B) Porovnadni CD spekter ve vzdalené UV oblasti proteinu Bmhl s pNthl (cernd krivka),
které spolu vytvareji komplex a s Nthl (teckovana kiivka), se kterym neinteraguje.
1

Primérnd elipticita je vyjddiena jako funkce vinové délky v deg.cm®.dmol™.res
(Macakova, E., et al., 2013).
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6.10 Studium strukturnich zmén pNth1:Bmhl
vodiko-deuteriovou vyménou spojenou

s hmotnostni spektrometrii

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla méfena vodiko-deuteriova (H/D) vyména
Vv Case podél celého peptidového fetézce, konkrétné vymeéna vodikil v peptidové vazbé (viz
kap. 5.2.17). Kinetika vodikové vymény zavisi na piistupnosti rozpoustédla k proteinu. V
oblastech, které jsou rozpoustédlu vystavené nebo jsou vysoce flexibilni, dochazi
k vodikové vymeéné rychle, v oblastech ,,pohibenych® uvniti dochazi k vyméné velice
pomalu. Vodiky, které se ucastni vodikovych vazeb pfi tvorbé sekundarni struktury
proteinu, se vyménuji pomaleji, coz odrazi stabilitu proteinu a jeho flexibilitu. Byla
studovana H/D vyména u samotnych pNth1, Bmhl a u komplexu pNth1:Bmhl1, aby mohly
byt identifikovany oblasti, ve kterych dochdzi po vytvoreni komplexu ke strukturnim

zmeénam.

Kinetika vymény Bmhl byla sledovana na 61 peptidech, které pokryvaly 99 %
sekvence Bmh1 (viz obr. 6.22), kinetika vymény pNth1 byla sledovana na 255 peptidech,
které pokryvaly 92 % sekvence Nthl (viz obr. 6.23).
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Obr. 6.22: Mapovani peptidi Bmhl. Po Stépeni proteinu imobilizovanym
trypsinem byly peptidy identifikovany pomoci analyzy ESI-FT ICR-MS/MS (modré cary).
Helixy H1-H9 jsou vyznaceny nad sekvenci. Cislovani je shodné s nativni sekvenci, 5
zdporné cislovanych aminokyselin na N-termindlnim konci je soucasti kotvy. Mapa byla
nakreslena pomoci programu Draw Map z MS Tools (Macakova, E., et al., 2013).
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doména jsou vyznaceny nad sekvenci. Kotva je oznacena zapornymi cisly. Mapa

byla nakreslena pomoci Draw Map z MS Tools (Macakova, E., et al., 2013).



6.11 Strukturni zmény na Nthl

Ke znazornéni kinetiky vymény vodiku za deuterium podél celé sekvence pNthl
byl vytvoten profil vymény, ktery ukazuje procento deuterace v ¢ase 10 min, na vybranych
nepiekryvajicich se peptidech, které pokryvaji celou proteinovou sekvenci (viz obr. 6.24).
Samotné pNthl vykazuje relativné rychlou deuteraci (rozsah deuterace vyssi nez 30 %)
v oblasti N-terminalniho konce, ktery obsahuje vSechny ¢tyfi PKA fosforylaéni mista
(sekvence 2-110), v oblasti vapnikové vazebné domény (sekvence 111-151) a v nékolika
oblastech trehalasové katalytické domény (sekvence 156-262, 276-303, 412-465, 607-636,
665-712 a 738-751). Vysoké procento izotopové vymeény v téchto oblastech ukazuje na

jejich flexibilitu ¢i ptistupnost k rozpousteédlu.
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Obr. 6.24: Procento deuterace pNthl v pfitomnosti a nepritomnosti Bmhl po 10 min

deuterace. Fosforylacni mista Nthl, trehalasova a vapnikova doména jsou zobrazeny nad

grafem (Macakova, E., et al., 2013).

Pro strukturni interpretaci dat, ziskanych pomoci hmotnostni spektrometrie, byl
vytvofen homologni model katalytické domény Nthl (sekvence 295-721) za pouziti
krystalové struktury trehalasy Tre37A z E. coli jako templatu. Sekvencni identita Nthl ze
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S. cerevisiae a Tre37A z E. coli je 27 % a jejich podobnost ¢ini 42 %. Strukturni model
obsahuje ,,(o/a)s barrel” podobny tém, nalezenym u ostatnich a-toroidalnich glykosidas,

kde je aktivni misto enzymu pohibeno uvnitt struktury (viz obr. 6.25).

Obr. 6.25: (A) Homologni model katalytické trehalasové domény Nthl (sekvence 295-
721). Oblasti, vykazujici rychlou deuteraci, které obklopuji aktivni oblast enzymu
(sekvence 276-303, 412-465, 607-636, 665-712) jsou vybarveny Ccervené, oblasti
vykazujici pomalou vymenu (307-350, 384-411, 493-505, 532-581, 648-660) jsou
vybarveny zluté. Na aktivni oblast je navdzan trehalasovy inhibitor validoxylamin
(zobrazen pomoci kulicek), coz vychazi z krystalové struktury templatu (trehalasa Tre37A4,
PDB kod 2JF4), ktery byl pouZit na vytvoreni tohoto modelu.

(B) Detail aktivni oblasti Nthl s inhibitorem validoxylaminem. Asp478 pravdépodobné
pusobi jako kyselina, Glu674 jako zasada v hydrolyzacnim mechanismu. Pomalejsi
deuteraci po vazbé na Bmhl maji peptidy oznacené Cervené (peptid 665-698), modre
(607-636) a oranzove (466-489) (Macakova, E., et al., 2013).

Homologni model Nthl byl déale experimentalné ovéfen pouzitim vzdalenosti
odvozenych z chemického zesitovani, pfi kterych byla pouzita homo-bifunkéni ¢inidla
DSS a DSG (vazba aminokyselina-aminokyselina), které se kovalentné vazou na lysiny.
Porovnani vzdalenosti Ca-Ca inter-aminokyselinovych sekvenci ziskanych chemickym

zesitovanim a vytvofenim homologniho modelu Nthl je ukazano v Tabulce 9.
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Vzdalenosti mezi lysiny spojenymi zesitovacimi ¢inidly jsou: 20 A pro o-uhliky lysinii
spojenych DSG a 24 A pro a-uhliky lysinfi spojenych DSS. Vzdalenost mezi Ca-Co. lysinii
ziskand chemickymi zesitovacimi reakcemi odpovida vzdalenostem, odvozenych

Z homologniho modelu (viz obr. 6.26).

Tabulka 9: Vzddlenosti mezi AK ziskané chemickym zesit’ovanim a vytvoienim homologniho modelu
katalytické domény Nth1 (Macakova, E., et al., 2013).

Ca-Ca Ca-Ca vzdalenost
Zesitovaci Zesitované vzdélenost z ziskana chemiskymi
¢inidlo aminokyseliny® homologniho zesitovacimi reakcemi
modelu
A A
DSS/DSSD4 K214-K675, inter - <24
DSS/DSSD4 K214/K221-K563, inter - <24
DSG/DSGD4 K258-K393, inter - <20
DSS/DSSD4 K258-K343, inter - <24
DSG/DSGD4 K393-K396, intra 5.1 <20
DSS/DSSD4 K385-K517, inter 17.5 <24
DSG/DSGD4 K385-K517, inter 17.5 <20
DSS/DSSD4 K371-K718, inter 17.7 <24
DSS/DSSD4 K537-K584, inter 16.4 <24
DSG/DSGD4 K589-K593, intra 6.1 <20
DSS/DSSD4 K589-K593, inter 6.1 <24
DSG/DSGD4 K461-K561, inter 16.4 <20
DSS/DSSD4 K461-K561, inter 16.4 <24
DSS/DSSD4 K456-K458, inter 6.5 <24
DSG/DSGD4 K456-K458, inter 6.5 <20
DSS/DSSD4 K458-K461, inter 7.6 <24
DSG/DSGD4 K458-K461, inter 7.6 <20

2 Intra znaci AK spojené v ramci jednoho peptidu, inter znaci spojeni mezi AK ze dvou riznych peptidii.
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Obr. 6.26: Strukturni model Nthl (aminokyseliny 295-722) ve stuzkové reprezentaci.
Cerné spojnice zobrazuji lysiny, jednoznacné spojené zesitovacimi cinidly. V aktivni
oblasti je navazan inhibitor validoxylamin (znacen pomoci kulicek) (Macakova, E., et al.,
2013).

Strukturni model Nthl katalytické domény koresponduje také s vysledky H/D
vymény. V okoli aktivni oblasti dochazi k rychlé deuteraci, k pomalejsi deuteraci pak
dochazi v oblastech 307-350, 384-411, 493-505, 532-581, 648-660 (viz obr. 6.25 A), coz
odpovida elementim sekundarni struktury (viz obr. 6.24, zobrazené nahoie), nebo
pohibeni dané sekvence v nitru proteinu. Z téchto vysledkl vyplyva, ze tento homologni

model je vérnym zndzornénim struktury katalytické domény Nth1.

Vazba na Bmh1 zptsobi pokles deuterace v mnoha regionech Nthl (viz obr. 6.24).
Nejvyznamnéjsi pokles je ziejmy v oblasti 98-193, kde procento deuterace po 10 min
klesne z 55-60 % na 20-35 % po navazani Bmhl (viz obr. 6.24 a 6.27 A). Dalsi oblasti,
kde dojde k poklesu deuterace se nachazeji na N-terminalnim konci (33-97) a v katalytické
domén¢ (263-275, 307-313, 431-445, 466-489, 607-636 a 665-737). Pokles vymeény
vodikl za deuterium miize byt zplisobeno nepfistupnosti oblasti k rozpoustédlu a/nebo
zménou vodikovych vazeb po vytvoieni komplexu (oblast pfimo interaguje s Bmh1 a/nebo
v ni dojde ke strukturnim zménam po navazani Bmh1). Homologni strukturni model Nthl

ovsem neobsahuje N-terminalni konec ani vapnikovou vazebnou doménu, protoze templat
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(Tre37A) tyto regiony neobsahuje. Ve strukturnim modelu jsou tedy pouze peptidy
z katalytické domény Nth1 (466-489, 607-636, 665-698, a 713-737).

Jak je ukazano na obr. 6.27 B, podle strukturniho modelu je aktivni oblast enzymu
Nth1 pohibena. Lze se tedy domnivat, ze aktivace Nthl vyzaduje konformacni zménu, pii
které dojde ke zpfistupnéni aktivni oblasti pro substrat (viz obr. 6.28). Po navazani Bmhl
dojde k poklesu deuterace v okoli aktivni oblasti Nth1 (466-489, 607-636, 665-698, a 713-

737), coz naznacuje, Ze vazba Bmh1 zplsobuje strukturni zmény v této oblasti.
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Obr. 6.27: Vazebny povrch pNthl zobrazeny pomoci H/D vymeény. Na grafech je ukdzana
H/D kinetika vybranych oblastni pNthl, ve kterych dojde k poklesu deuterace po vazbé
k Bmhl. Na homolognim strukturnim modelu pNthl jsou zvyraznéeny oblasti v katalytické
domeéné (vybarveny cervene, modre, svétlemodre a oranzové). H/D vyména je vyjadrena
jako procenta oproti teoretické deuteraci pNthl samotného (Cerné ctverce) a pNthl
V pritomnosti Bmhl (¢ervend kolecka). Cas je uddvin v sekundach (Macakova, E., et al.,
2013).
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Obr. 6.28: Schéma znazornujici zpusob aktivace Nthl pomoci Bmhl. Nthl se
navaze pomoci fosforylacnich mist na N-Konci, ¢imz zmeéni konformaci molekuly,
aktivni oblast enzymu se odhali substratu a zacne hydrolyza trehalosy na dvé

molekuly glukosy (Macakova, E., et al., 2013).

Vazba na Bmh1 ovliviiuje kinetiku deuterace pNthl i v dalSich oblastech, ne pouze
okolo aktivni oblasti, ale také v okoli aminokyselin nezbytnych pro katalyzu (viz obr. 6.25
B). Peptidy 466-489 (obr. 6.27, oranzova) a 665-698 (obr. 6.27, Cervena) obsahuji
aminokyseliny Asp478 a Glu674, které jsou ekvivalenty aminokyselindm Asp312 a
Glu496 v trehalase Tre37A zE. coli, a o kterych se ptfedpoklada, Ze funguji jako

katalyticka kyselina a zasada.

Dalsi nepatrné snizeni procenta deuterace (~4 % za 10 min) bylo pozorovano na N-
terminalnim konci pNthl (33-97), ktery obsahuje obé fosforylaéni mista, zodpovédna za
vazbu k Bmhl (Ser60 a Ser83). Tyto zmény jsou pravdépodobné zpisobeny navazanim
tohoto segmentu do vazebného zlabku proteinu Bmhl1. Vysoké procento deuterace (~50-60
%) Vv této oblasti v nepfitomnosti Bmhl pak odpovida predikci, Ze je N-konec Nthl

neuspotadany a velice flexibilni.

6.12 Strukturni zmény na Bmhl

Strukturni zmény pii tvorbé komplexu s Nthl na povrchu Bmhl byly studovany
stejnym zpiisobem jako u Nthl (kap. 6.11). Isotopové vyménné profily Bmh1 samotného a

navazaného na Nthl po 10 min deuterace jsou ukazany na obr. 6.29. Profil, pozorovany
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pro samotné Bmh1 obsahuje pravidelné se stfidajici oblasti s rychlou a pomalou vyménou,

coz dobte odpovida jiz znamym strukturam proteina 14-3-3.

# Amino Acid (Nth1 native numbering)

H1 H2 H3 H4 HS HE H7 H8 H9
B N HH H H——H ¢
UL LA BLEL AL B B BLELIL BLELELE ILALELE BLELELE BLELELE BLALEME BLELELE BLAMRLE B
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Obr. 6.29: Procento deuterace Bmhl v pritomnosti a nepritomnosti pNthl po 10 min
deuterace. Elementy sekundarni struktury jsou zobrazeny nad grafem (Macakova, E., et
al., 2013).

Pro interpretaci dat, ziskanych H/D vymeénou, byl vytvofen homologni model
Bmh1 (viz obr. 6.30). Tento model byl navic experimentalné ovéten pouzitim vzdalenosti
mezi aminokyselinovymi zbytky, ziskanych pomoci chemického zesitovani shomo-
bifunkénimi ¢inidly DSS a DSG. Vzdalenost Co-Co mezi internimi aminokyselinovymi
zbytky (viz Tabulka 10) odpovida vytvofenému modelu (viz obr. 6.31) a potvrzuje tak

dimerni charakter proteinu Bmhl.
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Obr. 6.30: H/D vymena na povrchu proteinu Bmhl. (A) Kinetika H/D vymény na Bmhl,
ktera vykazuje pomalejsi vvménu po navazani pNthl. Na strukturnim modelu jsou tyto
oblasti vybarveny cervené, zelené, modre, zZluté, oranzové a fialové. Vymeéna za deuterium
je vyjadrena jako procento k teoretické maximalni deuteraci pro Bmhl samotné (Cerné
Ctverce) a v pritomnosti pNthl (Cervena kolecka). Je ukazan pouze jeden monomer Bmhl.
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Tabulka 10: Vzddlenosti mezi AK ziskané chemickym zesit'ovdinim a vytvoienim homologniho modelu
proteinu Bmh1 (Macakova, E., et al., 2013).

Ca-Ca Ca-Co vzdalenost
Zesitovaci Zesitované vzdalenost z ziskana zesitovacimi
cinidlo aminokyseliny? homologniho reakcemi
modelu
A A

DSG/DSGD4 K13-K76, inter 17.7/18.3 <20
DSS/DSSD4  K13-K76, inter 17.7/18.3 <24
DSG/DSGD4 K13-K70, inter 14.0/14.5 <20
DSS/DSSD4  K13-K70, inter 14.0/14.5 <24
DSG/DSGD4 K70-K74, intra 5.8 <20
DSS/DSSD4  K70-K74, intra 5.8 <24
DSG/DSGD4 K70-/-K74/-K76, intra 5.8/6.0/9.0 <20
DSS/DSSD4  K70-/-K74/-K76, intra 5.8/6.0/9.0 <24
DSG/DSGD4 K13-K74, inter 15.5/16.0 <20
DSS/DSSD4  K13-K74, inter 15.5/16.0 <24
DSG/DSGD4 K74-K76, intra 6.0 <20

& Intra znadi AK spojené v ramci jednoho peptidu, inter znaci spojent mezi AK ze dvou riznych peptidi
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Obr. 6.31: Homologni model Bmhl (sekvence 4-236) ve stuzkové reprezentaci. Cerné
spojnice zobrazuji lysiny, jednoznacné spojené zesitovacimi cinidly. Zesitované
aminokyseliny na povrchu molekuly mezi dvéma monomery odpovidaji dimerni strukture
Bmhl (Macakova, E., et al., 2013).
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Nejvyssi procento deuterace bylo detekovano na helixu H6, ohybech mezi helixy
H2-H3, H3-H4, H4-H5, H8-H9 a na C-termindlnim konci. Nejnizs§i deuterace pak byla
zaznamenana na peptidech z helixtt H1, H3, H4, H5, H7 a H9. Po vytvoieni komplexu
s Nthl doslo k nejvyznamnéjSimu poklesu deuterace v peptidech 39-47 a 48-61 z helixu
H3, 137-151 z helixu H6, 152-175 z helixtt H6 a H7, 184-207 z helixt H7 a H8, 222-232
z C-terminalniho konce (viz obr. 6.30 A).

Pomalejsi vymeéna vodiku za deuterium miZze byt zplisobena snizenym piistupem
rozpoustédla do dané oblasti po vytvoreni komplexu, z ¢ehoz vyplyva, Ze tyto ¢asti tvori
oblast interakce s pNthl. Je zajimavym faktem, ze interakce v tomto pfipadé neni tvofena
pouze vazebnym zlabkem Bmhl (helixy H3, H5, H7 a H9, kam se vaze fosforylovany N-
konec Nthl), ale také helixy H6 a HS8, které se nachazeji vné centralniho zlabku dimeru
Bmh1 (viz obr. 6.29 B).

6.13 Cirkularni dichroismus

CD spektroskopie v blizké a vzdalené oblasti UV byla pouzita na uréeni moznych
strukturnich zmén proteint Bmh1 a pNth1 po vytvotfeni komplexu. CD spektra ve vzdalené
oblasti UV komplexu Bmhl:pNthl (v poméru 2:1) v porovnani se spektry samotnych
proteini Bmh1 a pNthl nevykazuji signifikantni zmény v sekundarni struktufe (viz obr.
6.32 A). Oproti tomu, spektra v blizké oblasti UV vykazuji zmény v oblasti 260-310 nm
(viz obr. 6.32 B). CD spektra v tomto regionu odrazeji zmény v pohyblivosti proteinu,
vlivu prostfedi a prostorového umisténi aromatickych aminokyselin. Zmény v blizké
oblasti UV ukazuji, ze tvorba komplexu Bmh1:pNthl ovliviiuje terciarni strukturu obou

proteintl, coz odpovida datim ziskanym pomoci méteni H/D vymény.

Zvyseni aktivity enzymu pNthl po navazani na Bmhl, stejn¢ jako sniZeni kinetiky
deuterace mnoha oblasti v pNthl a Bmhl, nevychéazi ze zmén v sekundarni struktute, ale

pravdépodobné odrazi zmeény v terciarni struktute obou proteint.
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Obr. 6.32: (A) Porovnani CD spekter ve vzdalené oblasti UV komplexu Bmhl:pNthl
(neprerusovand krivka), s uhrnem spekter samotnych proteinii Bmhl a pNthl (teckovand
krivka). (B) Porovndini CD spekter v blizké oblasti UV komplexu Bmhl:pNthl
(neprerusovana krivka), s uhrnem spekter samotnych proteinii Bmhl a pNthl (teckovana
krivka). Proteiny byly smichdany v pomeru 2:1. Prumérna elipticita (MRE) je vynesena
Jjako funkce vinové délky (Macakova, E., et al., 2013).
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7. Diskuse

Hlavnim cilem této prace bylo 1épe prozkoumat zatim ne zcela jasny proces
aktivace enzymu Nthl vazbou na kvasni¢né isoformy proteint 14-3-3 (Bmhl a Bmh2).
Nejdiive byla identifikovana ctyfi fosforylaéni mista na N-terminalnim konci Nthl, ktera
jsou fosforylovana PKA in vitro (Ser20, Ser21, Ser60 a Ser83), z nichz ovsem pouze Ser60
a Ser83 jsou nezbytné pro aktivaci (viz Tabulka 6, obr. 6.19), jak bylo ovéfeno pomoci
vazebnych experimentl na analytické ultracentrifuze a méfeni enzymové kinetiky in vitro.
Diky limitované proteolyze a hmotnostni spektrometrii bylo potvrzeno, ze proteiny Bmh
interaguji s N-terminalnim koncem Nthl, kde se fosforylacni mista nachazeji (viz obr.
6.18). Tyto experimenty vychazely z pokust Panni et al. (Panni, S., et al., 2008), ktera ale
jako esencialni fosforyla¢ni mista pro vazbu proteinti 14-3-3 oznacila Ser21 a Ser23
fosforyla¢ni mista Ser60 a Ser83 viibec nedetekovala. Tento rozdil mize byt zptisoben
pouzitim jinych metod. V této praci byly na studium interakce s Bmh pouzivany jedno- ¢i
dvoj-mutanty celého rekombinantniho proteinu pNthl, zatimco Panni et al. (Panni, S., et

al., 2008) pouzivala misto celého proteinu kratké syntetické polypeptidy.

Pro funkci proteini 14-3-3 je dulezitd jejich tendence vytvaret dimery se dvéma
vazebnymi zladbky a antiparalelnim uspofddanim, coz umoziiuje soucasné navdzani dvou
vazebnych motivii. Mnoho vazebnych partnerti proteini 14-3-3 obsahuje dva a vice
vazebnych motivi a neutralni trehalasa 1 je pravdépodobné jednim z nich. Bylo prokazano,
ze mezi dvéma vazebnymi motivy musi byt sekvence obsahujici alespon 10
aminokyselinovych zbytkd (Kostelecky, B., et al., 2009). Tomu by mohly odpovidat Ser60
a Ser83, které by pfesn¢ takovy vazebny dvou-motiv mohly vytvatet. Oproti tomu Ser20 a
Ser21, které se také fosforyluji PKA in vitro (viz Tabulka 6.) vazebny motiv pro proteiny
14-3-3 nevytvafeji. To koresponduje s faktem, Ze nebylo dosud nikdy popsano, aby
proteiny 14-3-3 rozpoznaly jako vazebny motiv peptid stak blizko umisténymi
fosforylovanymi aminokyselinami (Fu, H., et al., 2000). Experimenty provadéné s mutanty
pNth1-S20, pNth1-S21 a pNth1-S20+21 prokazaly, ze tyto mutanty vazou Bmh s mnohem
nizsi afinitou (viz Tabulka 6) a vykazuji vyrazné nizs$i enzymatickou aktivitu (viz obr.
6.19).
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Proteiny 14-3-3 reguluji aktivitu mnoha riznych enzymu (napf. serotonin N-acetyl
transferasy (Obsil, T., et al., 2001) ad.). Mechanismus téchto regulaci je ve vétsiné piipadi
stale nejasny. Muze se jednat napi. o zménu strukturni konformace vazebného partnera
(tedy enzymu), jako je tomu u serotonin N-acetyl transferasy. U Nthl jsou vSechna PKA
fosforylaéni mista, tedy vazebné motivy 14-3-3, umisténa na neuspofddaném N-
termindlnim konci molekuly, vné katalytické domény enzymu. Fosforylace PKA nezvysuje
aktivitu Nthl jako takové, ale indukci vazby na Bmh. Lze piedpokladat, Zze navazani
proteinu 14-3-3 na Nthl zpusobi strukturni zmény v molekule Nthl, pravdépodobné

Vv oblasti jeji katalytické domény, coz zvysi jeji enzymatickou aktivitu.

Nthl neni aktivovana pouze Bmh, ale v mensi mife také vapnikem, jak bylo
navrzeno Francem et al. (Franco, A, et al., 2003). V naSich experimentech bylo
pozorovano zvySeni aktivity Nthl v pfitomnosti iontd Ca?*, aviak tento efekt byl vyrazné
slabsi oproti zvySeni aktivity v pfitomnosti Bmh (viz obr. 6.17, Tabulka 8). V pfitomnosti
jak Ca?*, tak Bmhl se vysledné hodnoty kea a Ky sniZily oproti hodnotdm v pFitomnosti
samotného Bmhl, katalyticka u¢innost (Kca/Knv) vSak zistala relativné podobna. Tyto
hodnoty naznaluji, 7e¢ mechanismus aktivace ionty Ca®* je odlisny od mechanismu
aktivace proteiny Bmh. Vapnikova vazebna doména (,,EF hand* motiv) se nachazi mezi N-
terminalnim koncem a katalytickou doménou (viz obr. 6.13), z ¢ehoz vyplyva, Ze vazba
vapniku mize ovliviiovat interakci mezi pNthl a Bmh a tim 1 enzymatickou aktivitu
pNthl. Lze vSak fici, Ze aktivace proteiny 14-3-3 je podstatné GC¢inngjsi nez aktivace

vapnikem.

Predmétem dalSiho studia bylo objasnit strukturni pozadi aktivace Nthl proteinem
Bmhl. Jak bylo feCeno dfive, trehalasy Kkatalyzuji hydrolyzu glykosidické vazby
v trehalose. Zatim jedina vyfeSena krystalicka struktura trehalasy (Tre37A z E.coli)
ukazuje, ze aktivni oblast enzymu je pohibena uvniti proteinu (Gibson, R.P., et al., 2007),
pro aktivaci je tim padem potieba konformacni zmeéna, kterd odhali aktivni oblast
substratu. Podobny mechanismus se diky podobnosti sekvenci d4 ocekavat i u kvasni¢né
Nthl. Dal§im dikazem, ze aktivni oblast enzymu je pro substrat nepfistupna, je fakt, ze
samotny enzym je neaktivni a pro aktivaci je nezbytna vazba kvasni¢nych proteind 14-3-3.
Tyto proteiny jsou zndmé tim, Zze jeden ze zpUsobu regulace jejich vazebnych partnerti je

zména konformace vazebného partnera (Veisova, D., et al., 2012).
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Jak bylo popsano vyse, proteiny 14-3-3 reguluji mimo jiné mnoho enzymd.
Strukturni pozadi této aktivace v$ak bylo dosud vyfeSeno pouze pro AANAT (Obsil, T., et
al., 2001), u které dojde po navazani proteinu 14-3-3 ke zméné struktury oblasti nezbytné
pro vazbu substratu, a u H'-ATPasy, u které se po navazani proteinu 14-3-3 zméni
struktura a oligomerni stav (Ottmann, C., et al., 2007). Dalsi proteiny, u kterych dochazi ke
konforma¢nim zménam po navazani proteinu 14-3-3 jsou napi. fosducin (Rezabkova, L., et
al., 2012) nebo regulator G-proteinové signalizace 3 (Rezabkova, L., et al., 2010). Zda se

logické, ze aktivace Nth1 muze probihat obdobnym mechanismem.

Pro vyzkum konformacnich zmén Nthl a Bmhl byly pouzity metody vodiko-
deuteriové (H/D) vymény a chemického zesitovani s hmotnostni spektrometrii a dale CD
spektroskopie. Pomoci téchto metod bylo mozné zmapovat interakci proteinti a jejich
konformaéni zmény. Z dat ziskanych H/D vymeénou bylo zji§téno, ze navazdni Bmhl
snizuje izotopovou vyménu u Nth1l v obastech N-terminalniho konce (jehoZ soucasti jsou
fosforylaéni mista Ser60 a Ser83), vapnikové vazebné domény (102-185) a nékolika
peptidua z katalytické domény, které obklopuji aktivni oblast enzymu (viz obr. 6.24 a 6.27).
Tyto oblasti se tedy bud’ pfimo ucastni vazby na Bmhl, nebo u nich dojde k podstatné
zméné struktury. Tyto zmény ale nemaji vliv na sekundarni strukturu proteinu, spise
ovliviiuji strukturu terciarni, coz odpovida rigidité struktury Bmhl, jak bylo zjiSténo

pomoci CD spekter (viz obr. 6.32).

Na zakladé téchto vysledkt bylo vytvofeno schéma aktivace Nth1 proteinem Bmh1l
(viz obr. 6.28). Pokud je Nthl nefosforylovana, aktivni oblast je skryta v katalytické
doméné a enzym je neaktivni. Po fosforylaci PKA se na N-konci pNthl vytvofi dvé
vazebna mista, ktera jsou rozpoznavana jako vazebny motiv proteini 14-3-3 a vznikne
komplex pNth1:Bmhl (stechiometrie 1:2) (Veisova, D., et al., 2012). Vazba Bmh1 ovlivni
strukturni vlastnosti vapnikové i katalytick¢é domény pNthl1, coz vede k aktivaci enzymové
aktivity pNthl zpfistupnénim jeji aktivni oblasti a umoZznénim vstupu trehalosy a vystupu

glukosy.

V dimeru Bmhl ovliviiuje vytvoreni komplexu s pNthl nejen zakonzervovany
vazebny zlabek, ale 1 mén¢ konzervované regiony helixti H6 a H8 vné vazebného Zlabku
(viz obr. 6.30). Podobny zpusob interakce byl popsan u lidské isoformy 14-3-3( a jejiho
komplexu s regulatorem G-proteinové signalizace 3, pomoci metod H/D vymény a

malothlového rozptylu svétla (Rezabkova, L., et al., 2011), stejné jako u nedavno vytresené
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krystalové struktury florigenu Hd3a s proteinem 14-3-3 (Taoka, K., et al., 2011). Oblasti
mimo vazebny zlabek se Casto projevuji jako mista interakce pii vytvafeni komplexd a
rozdily v jejich sekvenci mohou byt jednim z diivodii vazebné specifity rtiznych isoforem

(Obsil, T., Obsilova, V., 2011) (Gardino, A.K., et al., 2006) (Obsilova, V., et al., 2008).

Cilem této prace bylo objasnit mechanismus aktivace enzymu Nthl proteiny Bmbh.
Byla identifikovana fosforylaéni mista na N-terminalnim konci Nthl, klicové pro
vazbu Bmh a dale byly objasnény konformacni zmény, ke kterym v obou proteinech po

vytvoreni komplexu dochazi a které casti molekul obou proteinti se vazby ucastni.
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Pomoci metod cilené mutagenese, analytické ultracentrifugace a méfeni enzymové
kinetiky bylo zji§téno, ze vazba proteinu Bmh je nezbytna pro aktivaci kvasni¢ného
enzymu pNthl. Bmh1:pNthl se vazi v poméru 2:1 a to pomoci fosforylacnich mist Ser60 a
Ser83, které museji byt nafosforylovany PKA. Pomoci limitované proteolyzy a MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrie se ukazalo, Ze monomerni pNthl se vaze k dimeru Bmh

pomoci své N-termindlni oblasti, na které se PKA fosforylacni mista nachazeji.

Pti tvorbé komplexu pNthl:Bmhl dochazi u obou proteinii ke konformacnim
zméndm, jak bylo zjisténo pomoci CD spektroskopie, vodiko-deuteriové vymény a
chemického zesitovani spojenych shmotnostni spektrometrii. U Bmhl jsou kromé
vazebného Zzlabku ovlivnény 1 helixy H6 a HS. U molekuly Nthl je kromé
nestrukturovaného N-terminalniho konce ovlivnéna nejvice oblast kolem 100-200 AK, coz
pravdépodobné zptsobuje odkryti aktivni oblasti enzymu a tedy spusténi enzymové

aktivity.

115



9. Souhrn

Neutralni trehalasa 1 je kvasnicny enzym zrodiny hydrolas, ktery katalyzuje
Stépeni trehalosy na dvé molekuly glukosy. Trehalosa je neredukujici disacharid, ktery
slouzi v buiikdch kvasinek jako zdroj uhliku a také jako stresovy metabolit. Builka
Vv teplotnim ¢i chemickém stresu nahromadi trehalosu, které je v ramci zotaveni se po

ukonceni stresovych podminek hydrolyzovana trehalasou.

Pfedmétem naseho vyzkumu byla Nth1 ze S. cerevisiae. Jak bylo publikovano dfive
(Panni, S., et al., 2008), Nthl musi byt fosforylovana PKA a v pfitomnosti kvasni¢né
isoformy proteinu 14-3-3, aby byla aktivni. Aktivita také v mensi mife vzroste
v piitomnosti iontd Ca®* (Franco, A., et al., 2003). Proteiny 14-3-3 jsou kyselé regulaéni
proteiny, které se vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech a ucastni se fady
bunécnych déju, jako je regulace bunééného cyklu, bunéény metabolismus, tranksripce,
apoptosa a dal$i. Proteiny 14-3-3 maji pies 400 znamych vazebnych partnerd, mezi které
patii transkripcni faktory, signalizacni molekuly, enzymy a dal$i. Své vazebné partnery
reguluji skrze fosforylované vazebné motivy, a to zménou jejich konformace, odkryvanim
¢i zakryvanim specifické sekvence ¢i zprostfedkovanim protein-protein interakci. Proteiny
14-3-3 se vyskytuji v mnoha isoforméch v riiznych organismech, v kvasinkach se nalézaji

dvé isoformy, Bmh1 a Bmh2 (Obsil, T., Obsilova, V., 2011).

Na detailni zkoumani aktivace Nthl pomoci Bmhl a Bmh2 bylo pouZito spektrum
biochemickych i biofyzikalnich metod. Pomoci bodové mutagenese, méteni sedimentacni
rychlosti na analytické ultracentrifuze a méfeni enzymové kinetiky bylo zjiSténo, ze Nthl
vytvaii s Bmh stabilni komplex o stechiometrii 1:2, a dale byla urcena fosforylacni mista,
zodpovédna za interakci S Bmh a tim i aktivaci enzymu. Jedna se o seriny Ser60 a Ser83,
které se nachdzeji na nestrukturovaném N-termindlnim konci Nthl, coz bylo potvrzeno
limitovanou proteolyzou a analyzou peptidi pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie.

Vodiko-deuteriovd vyména s hmotnostni spektrometrii a CD spektroskopie byly
pouzity na urceni konformacnich zmén, ke kterym dochazi pii vytvoreni komplexu ve

struktufe obou proteini pNthl a Bmhl. Na ziakladé¢ naméfenych dat byl vytvofen
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homologni model Nthl a Bmhl a pro jeho upfesnéni byly pouzity vzdalenosti, naméfené
chemickym zesitovanim S hmotnostni spektrometrii. U Bmhl je vazbou k Nth1 ovlivnéna
podstatnd ¢ast molekuly (nejen vazebny Zzlabek). U Nthl ovliviiuje interakce s Bmhl
nejvice oblast mezi 100-200 AK, coz pravdépodobné odrazi konformacni zménu, pii které

dojde k odhaleni pfedtim pohibené aktivni ¢asti enzymu a jejimu zptistupnéni substratu.

Z téchto vysledkti vyplyva, ze za aktivaci enzymu Nthl pomoci Bmh jsou
zodpov&dné seriny na pozicich 60 a 83. Navazanim k Bmhl u Nthl dojde ke

konformacnim zménam, které zptuisobi odhaleni aktivni oblasti enzymu a tim jeho aktivaci.
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10. Summary

Neutral trehalase 1 is a yeast enzyme from the family of hydrolases, which
catalyzes hydrolysis of trehalose to two glucose molecules. Trehalose is a non-reducing
disacharide, which serves as a carbon source in a yeast cells as well as a stress metabolite.
When a cell is under stress conditions it accumulate trehalose and through the recovery

process the trehalose is hydrolyses by trehalases.

The main subject of our study was Nth1 from S. cerevisiae. It was published earlier
(Panni, S., et al., 2008), that Nth1 must be phosphorylated by PKA and in the presence of
14-3-3 protein to be active. The activity of Nthl also slightly increases in the presence of
Ca’"ions (Franco, A., et al., 2003). 14-3-3 proteins are family of acid regulatory proteins,
which participates in variety of processes in the cells, like regulation of the cell-cycle, cell
metabolism, transcription, apoptosis etc. They have more than 400 known binding
partners, which include transcription factors, signalling molecules, enzymes and others.
They control the regulation of their binding partners through phosphorylated motives in
sequence by changing conformation of the binding partner, revealing or masking specific
sequence or by mediation of protein-protein interactions. There are many isoforms of 14-3-
3 proteins through all eukaryotic organisms; there are two isoforms in yeast, called Bmhl
and Bmh2 (Obsil, T., Obsilova, V., 2011).

To investigate details of activation of Nthl by Bmh the whole spectrum of
biochemical and biophysical methods was used. By site-directed mutagenesis,
sedimentation analysis and enzyme activity assay was found, that Nthl forms a stable
complex with Bmh, with stoichiometry 1:2 and, that phosphorylation sites, responsible for
interaction with 14-3-3 protein, are Ser60 and Ser83, located on the disordered N-terminus.
That was confirmed by limited proteolysis and peptide analysis on the MALDI-TOF mass

spectrometer.

To determine conformational changes of both proteins pNthl and Bmh1 upon teh
complex formation, the HDX coupled with mass spectrometry and CD spectroscopy was
used. Then a homology model of Nthl and Bmh1 was created, using the measured data,
and distance constraints obtained by chemical cross-linking coupled with mass

spectrometry were used to refine these models. Significant part of Bmh1 is affected after
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complex formation (not only the binding groove). The interaction with Bmhl affects
mostly the sequence 100-200 AA in the Nthl molecule. That probably reflects the
conformational change of Nthl, which leads to revealing the activation site, which is

normally buried inside the protein structure, and its better accessibility to the substrate.

As a conclusion, we suggest, that for 14-3-3 dependent activation of Nthl are
essential phosphorylation sites Ser60 and Ser83. Bmh1 binding to the pNth1 leads to the
conformational changes on the Nth1 molecule, which consequently leads to the revealing

of the active site and activation of the enzyme.
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