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,,Příprava a charakterizace N.terminá|ně zkrácené verze enzymu
seroton i n N.acetyltransfe rázy,,

DÍplomová práce Veroniky K|atovské je součástí projektu zaměřeného na
studium mechanizmu reg u|ace enzymu serotonin N-acetyltransferáza (AANAT).
Tento enzym katalyzuje přenos acety|ové skupiny z AcCoA na serotonin. Tato reakce
je rychlost řídící krok biosyntézy neurohormonu me|atoninu. Aktivita AANAT vykazuje
výrazný 24 hodinový rytmus, kdy aktivita enzymu značně vzrůstá v noci a zvyšuje tak
koncentraci me|atoninu v krvi o dva řády' Toto zvýšení aktivity je indukováno
fosfory|acíMNAT na N- a C- koncích protein kinázou A. Samotná fosfory|ace na
aktivitu enzymu v|iv nemá a je to vazba regulačníh o 14-3-3 proteinu, která ov|ivňuje
strukturu aktivního centra enzymu a zvyšuje jeho aktivitu. První detai|y o tomto
systému by|y získány vyřešením krysta|ové struktury 14-3-3 proteinu a C-terminá|ně
zkrácené verze AANAT, která neobsahova|a "&-terminální PKA fosfory|ační místo.
Tento komp|ex však neodpovídá skutečné bio|ogické podobě komplexu, kterou se
však d|ouhodobě nedaří vykrystalizovat. Biochemické studie naznačují, že vazba 14-
3-3 proteinu na C-terminá|ní fosfory|ační místo můŽe mít ještě větší v|iv na aktivitu
nežvazba na N-terminá|ní místo. Proto se chceme pokusit vykrysta|izovat komplex
14-3-3 proteinu a N-terminá|ně zkrácené verze AANAT, která bude obsahovat pouze
C-terminálnífosfory|ační místo a N-terminá|ní fosforylační místo bude odstraněno.

Hlavním cí|em diplomové práce Veroniky K|atovské bylo provést expresi a
navrhnout protoko| purifikace N-terminá|ně zkrácené verze AANAT, kteý by
umoŽňova| přípravu mi|igramoqých mnoŽstvíaktivního enzymu. Veronika K|atovská
se tohoto úko|u úspěšně zhostila. V rámci své dip|omové práce ustanovi|a purifikační
protoko| pomocí kterého připravila přib|iŽně 3 mg velmi čistého enzymu ze 4 |itrů
bakteriá|ní ku|tury. Purifikace této verze MNAT neníjednoduchá, protoŽe
v porovnání s C-terminá|ně zkrácenou verzi je expresní výtěŽek výrazně níŽší a
protein má většítendenci agregovat. Veronika K|atovská dá|e stanovi|a enzymovou
aktivitu purifikovaného enzymu a ukáza|a, že naměřené hodnoty KM á kg61 pro
substrát tryptamin jsou srovnatelné s hodnotami publikovanými pro ce|ý enzym.
V další etapě Veronika Klatovská proved|a fosforylaci enzymu a pomocí nativní



e|ektroforézy a ge|ové fi|trace získala předběŽné výsledky ukazující, Že fosfory|ovaná
N-terminálně zkrácené verze MNAT interaguje se 14-3-3 proteinem.

Diplomová práce Veroniky K|atovské představuje významný pokrok v naší
práci na přípravě komp|exu 14-3-3 proteinu s fosfory|ovanou N-terminá|ně zkrácenou
verzíAANAT, kteý bude dále charakterizován.

Veronika K|atovská na svém projektu pracovala s ve|kým zájmem a s ve|kou
trpělivostí překonáva|a počáteční nezdary. Rych|e a dokona|e zv|ád|a ce|é spektrum
metod mo|eku|ární bio|ogie a proteinové biochemie (práce s p|asmidovou DNA,
cí|ená mutageneze, exprese a purifikace proteinů, stanovení enzymové aktivíty).
Ukázala, že dokáŽe pracovat ve|mi peč|ivě a samostatně.

Mys|ím si proto, Že dip|omová práce Veronika K|atovské sp|ňuje všechny
poŽadavky k|adené na diplomovou práci a p|ně ji doporučuji přijmout k obhajobě.

V Praze dne 18.5. 2000 RNDr. Tomáš obši| PhD.


