Abstrakt

Piedkladana diplomova prace je soucasti projektu, jehoz cilem je vyfeSeni struktury
trehalasové domény neutralni trehalasy Nthl pochazejici ze Saccharomyces cerevisiae.
Hlavnim cilem této diplomové prace je ptiprava novych konstruktt kvasnicné Nthl a
optimalizace jejich purifika¢nich protokold, dale pak vybér nejvhodnéjsiho pufru pro hledani
krystalografickych podminek pomoci metody diferencni skenovaci fluorimetrie (DSF) a
nasledna krystalizace ptipraveného proteinu. Dalsi ¢asti diplomové prace je stanoveni
enzymové aktivity Nthl WT a jejich mutantnich forem za ptitomnosti proteinu Bmhl, déle
pak ovéfeni vazby trehalosy na vybrané konstrukty Nthl pomoci DSF a mikrotermoforézy
(MST) a nasledna krystalizace s trehalosou.

Neutralni trehalasa se fadi mezi vysoce konzervované trehalasy, které byly objeveny
v §iroké Skale organismi. Tyto enzymy patii do tiidy hydrolas, podskupiny glykosidas,
hydrolyticky stépi molekulu trehalosy na dvé molekuly glukosy. Trehalosa je piirozené se
vyskytujici neredukujici disacharid, ktery slouzi v bunikach kvasinek jako zdroj uhliku a
energie a dale jako ochrana pted stresy jako je napi. tepelny Sok. Hydrolyza trehalosy je
zivotn¢ dulezitd pro Iétavy hmyz, nebot’ je pfitomna jako hlavni cukerna slozka hemolymfy
hmyzu, proto inhibitory trehalas mohou byt vyuzity jako selektivni insekticidy. Do této doby
byla vyfeSena pouze jedina struktura trehalasy z prokaryotniho organismu Escherichia coli.

Z tohoto divodu je velmi dulezité vyfesit strukturu trehalasy z eukaryotniho organismu.
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